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GIRIS VE AMAC

Metabolik sendrom insiilin direnci, dislipidemi, abdominal obezite, hiperglisemi ve
artmis kan basinci gibi birgok bilesenin bir arada goriilebildigi metabolik bir anormalligi ifade
etmektedir (1). Modern toplumlarda tiiketim miktar1 giderek artmakta olan fruktoz birgok
besin maddesinde kullanilmaktadir. Ancak fruktozdan zengin beslenmenin, abdominal
obezite, dislipidemi, insiilin direnci ve artmis kan basinct gibi hemodinamik bozukluklarin
birlikte oldugu metabolik sendrom goriilme sikliginda artisa yol actigi bilinmektedir (2).
Fruktozun diger karbonhidratlara gore daha tatli olmasi, birgok gida ile rahatlikla
karigabilmesi, sahip oldugu yiiksek enerji yiikii, olusturdugu tokluk hissinin glikoza kiyasla
daha az olmasi, daha uzun raf 6mrii ve maliyet ucuzlugu gibi 6zellikleri nedeniyle tiiketimi
son yillarda artmistir. Ayrica giiniimiiz ¢agdas toplumlarinda ¢ocukluk doneminden itibaren
musirdan elde edilen fruktozla tiretilen yiyecek ve iceceklerin tiiketimi oldukga biiyiik bir yere
sahiptir (3). Bu bulgulara ek olarak, son yillarda metabolik sendromun kalpte bozulmus
ventrikiiler repolarizasyon siiresi, atriyal fibrilasyon, supraventrikiiler ya da ventrikiiler
aritmiler olusturabilecegi de bildirilmistir (4).

Metabolik sendromla birlikte aritmi ve atrial fibrilasyon gibi bazi1 kardiyovaskiiler
hastaliklar meydana gelmektedir (5-7). Metabolik sendromda elektrokardiyografi (EKG)
verileri incelendiginde QT siiresinin degisimiyle birlikte atrial fibrilasyon ve torsade de
pointes tipi aritmilerin gorildiigii bildirilmistir. Bu durumla ilgili olarak ventrikiiler
repolarizasyonda onemli rol oynayan potasyum (K') iyon kanallarinin ekspresyonlarinin
degisim gosterdigi belirtilmektedir (4). Ancak bu degisimin hangi faktorlere bagli oldugu tam
olarakbilinmemektedir.



Metabolik sendromlu kisilerde sirkadyen ritimdeki diizensizlige bagli olarak melatonin
salgilanmasinda belirgin sekilde azalma oldugu bildirilmistir ve bu kisilerin kalp krizi ve
aritmiye yatkinliklar1 da s6z konusudur (8). Melatoninin kardiyoprotektif etkileri de son
yillarda bir¢ok bilim insani tarafindan arastirilmaktadir (9-11). Ayrica melatoninin hem kan
damarlar1 hem de sol ventrikiilde reseptorlerinin bulundugu ve kardiyovaskiiler sistem
bozukluklarinda olumlu sonuglar dogurabilecek etkilere sahip oldugu iddia edilmektedir (12).

Melatoninin fruktozdan zengin beslenme modeli uygulanan si¢anlardan izole edilen
kalplerde ventrikiiler aritmiyi 6nledigi rapor edilmistir (13). Son yillarda yapilan deneysel
calismalarda ise melatonin uygulanan metabolik sendromlu si¢anlarda kilo alimi ve insiilin
direnci azalirken, HDL (yiiksek yogunluklu lipoprotein) diizeyinin arttig1, artmig LDL (diisiik
yogunluklu lipoprotein) ve trigliserit diizeylerinin ise azaldigi belirtilmektedir (14,15). Diger
taraftan melatoninin artmis kan basinciyla artmis kalp atim hizimi diisirmesi, metabolik
sendromda kullanilabilirligini akillara getirmektedir. Biz de metabolik sendromda melatoninin
K iyon kanallar1 iizerine olan etkilerinin bilinmesinin metabolik sendromlu kisilerde
olusabilecek kardiyak ventrikiiler aritmilerin mekanizmalarinin anlasilabilmesi agisindan
onemli oldugu diistindiik.

Ayrica melatonin ile metabolik sendrom arasindaki iligkinin arastirilmasiyla ¢agimizda
bircok kiside goriilen ve goriilme siklig1 giderek artan metabolik sendrom ile ilgili yapilan
giincel aragtirmalara katki sunulmasi ve metabolik sendromun tedavisine yonelik
kardiyovaskiiler iyon kanallar1 tizerinden yeni bir bakis agist kazandirilmasi amaglanmaktadir.

Bu amagla bu tez c¢aligmasinda siganlarda fruktozdan zengin beslenme yoluyla
olusturacagimiz metabolik sendrom modelinde; hipertansiyonda ve bazi kan parametrelerinde
(insiilin, glikoz, HOMA-IR, HDL, LDL, trigliserit, total kolesterol), EKG’de QT siiresi
degisiminde ve kardiyak aksiyon potansiyeli repolarizasyon fazinda biiyiik 6neme sahip bazi
K" iyon kanallarimi kodlayan genlerin ekspresyonlar: iizerinde melatonin hormonunun
etkilerinin arastirilmasiyla melatonin ve metabolik sendrom iliskisinin kardiyovaskiiler agidan

degerlendirilmesinihedefledik.



GENEL BIiLGILER

KARDIYAK [YON KANALLARI VE FONKSIiYONLARI

Saglikli bir kardiyak fonksiyonda kalbin ¢esitli bolgelerinde uygun uyarilma ve kasilma
zamanlamasi ile uygun kalp atim hizi goriilmektedir. Bu durum sinoatriyal diigiim (SAD),
atriyum, atriyoventrikiiler diigim (AVD), His-Purkinje sistemi ve ventrikiiller dahil olmak
lizere sistemin cesitli bilesenlerinin kendilerine 6zgii elektriksel 6zellikleri ile gergeklestirilir.
Bolgesel kardiyak fonksiyon ve islev bozukluklariin molekiiler ve iyonik temellerine iliskin
bilgiler mevcut bozukluklari anlamak ve mekanizmalarin aydinlatilmasi bakimindan temel
oneme sahiptir. Bolgesel olarak ¢esitli elektrofizyolojik 6zellik ve fonksiyonlar, kalpteki iyon
kanali ekspresyonunun heterojenliginden kaynaklanmaktadir. Kalp hastaliklarinda kalp
kasindaki iyonik yeniden sekillenmenin (remodelling) iyon kanali ekspresyonunu ve
fonksiyonunu nasil degistirdigini agiklamak kritik 6neme sahiptir (16).

Kalp hiicrelerinin elektriksel 6zellikleri onder odak olan ve 6nder odak olmayan hiicreler
olarak iki temel hiicre tipinde kategorize edilebilir. Onder odak hiicreleri 6ncelikle kalbin
SAD ve AVD bélgelerinde bulunur. Ust vena cava’nin girisine yakin sag atriyumun {ist arka
duvarinda bulunan SAD, kalbin hizin1 ve ritmini siirdiirmek i¢in primer onder odak bdlgesi
olarak iglev goriir (17).

Normal kardiyak ileti SAD’dan kaynaklanir ve AVD’ye ulagsmak i¢in atriyum boyunca
yayilir. Elektriksel aktivite, atriyoventrikiiler diigiimden ventrikiillere ulagmak icin His-
Purkinje sisteminden hizla geger ve koordineli kardiyak kasilma-gevseme eylemini tetikler.
Farkli kardiyak bolgeler, birbirinden farkli iyon akimlarindan kaynaklanan spesifik aksiyon

potansiyeli morfolojisi ve stiresi ile karakterizedir (16).



Canl hiicreler iyonlarin hiicre zarindaki dagilimlarina bagli olarak hiicre i¢inde hiicrenin
disina gore negatif olan bir dinlenim membran potansiyeline sahiptir. Hiicre membranlarinda
bulunan ve protein yapida olan iyon kanallari, hiicreye iyon giris-¢ikislarin1 kontrol ederek
hiicre fonksiyonlarin1 diizenlerler. Membran potansiyeline katkida bulunan en 6nemli iyonlar
sodyum (Na"), potasyum (K™), kalsiyum (Ca") ve klor (CI") iyonlaridir. Tipik bir hiicrede, K*
konsantrasyonu hiicre iginde disaridakine gére daha yiiksektir. Buna karsilik Na*, Ca™" ve CI
iyonlar1 hiicre disinda hiicre i¢inde oldugundan daha yiiksek konsantrasyonlarda bulunur (17).

Kalbin elektrofizyolojik uyariminin diizenli araliklarla olmasi miyositler araciligiyla
olusturulan normal bir kardiyak aksiyon potansiyeli olusumuna baglidir. Aksiyon
potansiyelinin depolarizasyonu ve repolarizasyonu, spesifik membran iyon kanallarinin
aracilik ettigi bircok coklu, birbiriyle etkilesim i¢inde olan, ice ve disa iyon akimlari
tarafindan diizenlenir (18).

Baslangi¢ hizl1 depolarizasyon fazi esas olarak iceriye dogru Na® akimi (Iy,) tarafindan
voltaj kapilt sodyum kanallari (Navl.5) yoluyla olusturulur. Bunu izleyen plato fazinda ige
dogru Ca™" akimi (Ic,) goriiliir. Sonucta elde edilen hiicre dis1 Ca™", sarkoplazmik retikulum
Ca™" depolarmin salinmasini uyarir, bdylece uyarilma-kasilma aktive edilir. Membrani nihai
olarak dinlenim potansiyeline geri dondiiren repolarizasyon, esas olarak voltaj kapili K*
kanallarindan (Kv) disar1 dogru olan K™ akimi tarafindan yonlendirilir. Bu nedenle K* kanal
aktivitesi, depolarizasyon siiresini ve dolayistyla hem Ca™" aracili kasilmanin siiresini hem de
refrakter periyodu sinirladigi i¢in aksiyon potansiyeli siiresinin temel belirleyicisidir. Her biri

belirli kinetik ve voltaja bagh 6zelliklere sahip ¢ok sayida ve ¢esitli K kanali tipi vardir (19).

Kardiyak Potasyum Kanallar

Kardiyak potasyum kanallar1 fonksiyonel olarak en c¢ok ¢eside sahip kardiyak iyon
kanallaridir (20). Potasyum kanallarmin agilmasi K iyonu akisia neden olur ve bunun
sonucunda hiicrenin hiperpolarizasyonu membran potansiyelini stabilize eder ve hiicrenin
uyarilabilirligini azaltir. Insan genomu, K" kanallarmni kodlayan 70' ten fazla gen igerir ve bu
da fonksiyonel K* kanal tiirlerinin sayisin1 nemli dlgiide artirmaktadir. Kalp kasina ek olarak
diger uyarilabilir hiicrelerde de intrensek elektriksel 6zelliklerin birincil diizenleyicileri olarak
K" kanallarmin kritik role sahip oldugu bilinmektedir. Potasyum kanallar1 uyarilabilen ve
uyarilamayan hiicrelerde hiicre hacmini, hiicre proliferasyonunu, farklilagsmasini, hiicrenin
hayatta kalmasini, aksiyon potansiyelinin yiiksekligi ve siiresi ile refrakter donemin siiresini

kontrol etmektedir (21,22).



Kardiyak K" kanallar1 gegirgenlik dzellikleri, membran potansiyeline baglilik, agma veya
kapama aktivasyon ve inaktivasyon kinetiklerine gore farkliliklar gosterir. Baslica potasyum
iyon akimu tiirleri gecici disa dogru akimlar, gecikmeli dogrultucu disar1 akimlar ve ige dogru
dogrultucular olarak siniflandirilabilir (Kardiyak Potasyum akimlari ve kanallari, Sekil 1).

Asagida kardiyak K" iyonu akimlar1 ve fonksiyonel acidan dnemleri belirtilmistir.

Kardiyak Potasyum
Akimlan
Gectet disa Gecikmeli dogrultucu Ice dogm
dogru akimlar disa dogru akimlar dogrultucu akimlar
La T I, I Ig Igacn Igap
wa Iro;
Ttel : Gecicl disa dogru K-+akimm IKur : Ultra lnzh gecikmeli dogrultucu K+ akim
Ttof : Gegicl diga dogm huzh K-+akmu IKI : Ice dogru dogrultuen K+ akmm
Itos : Gegici disa dogm yavag K-+akum IEACH : Asetilkolinle aktive edilen K+ akmu
IKr : Hizh disa dogm gecikmeli dogrultuen K+ akmm IEATP : ATP ile aktive olan E+ akmm
IKs : Yavag aktive olan gecikmeli dogrultucu K+ akmm

Sekil 1. Kardiyak potasyum akimlari ve kanallar (18)

Gegici disa dogru K* (l) akimlar (Transient outward K* (ly) currents): Bu K*
akiminmn iki farkli tipi bulunmaktadir. Bunlardan ilki olan lyo; ekstraseliiler Ca™ dan
etkilenmezken digeri Iy, ise ekstraseliiler Ca™ miktarina kars1 duyarlidir. Epikardiyum, sag
ventrikiil ve septum gibi daha kisa aksiyon potansiyeli siiresine sahip bolgelerde Iy
ekspresyonu daha fazladir (23). Ayrica lp; hizli (If) ve yavas (lios) olarak ayrilmustir.
Atriyumda lios baskinken ventrikiillerde hem los hem de lys goriilmektedir (24). Gegici disa
dogru K" akimlar1 aksiyon potansiyelinin ilk hizli repolarizasyon asamasida ¢ok etkindir
(23).

Ultra hizh gecikmeli dogrultucu akimlar (Ultrarapid delayed rectifier currents, lxyr):
Gegici disa dogru K* (l;) akimlarina ek olarak, ultra hizli gecikmeli dogrultucu K* akimi
(Ikur) aksiyon potansiyeli repolarizasyonunda ilk hizli faz olan faz 1°de etkin rol oynar. Ik,

platoda 10 milisaniyenin altinda yiiksek hizla devreye girer ve aksiyon potansiyeli boyunca



yavas¢a devre dist kalir. lgy, atriyumlar i¢in baskin gecikmeli dogrultucu akimdir ve bu
nedenle atriyumda ventrikiillere kiyasla daha kisa aksiyon potansiyeli siiresi goriiliir (24,25).
Ikur kanallar1 miyosit yilizeyi tizerinde esit olarak dagilmaz. Bunun yerine interkale disklerde
yiiksek yogunluklarda bulunur. Bu dagilim paterni genellikle kalp iskemi hasarindan sonra
bozulmaktadir (25,26). Bu kanalin atriyumdaki baskin varligi, onu atriyal tedaviler igin
onemli bir hedef haline getirmektedir. Bu kanalin aktivitesinin baskilanmasi atriyumdaki

aksiyon potansiyeli siiresini uzatir, ancak ventrikiillerde uzatmaz (22).

Hizh disa dogru gecikmeli dogrultucu K' akimlari (Rapid delayed rectifier K
currents, lg,): Voltaj kapili hizli gecikmeli dogrultucu disa dogru K" akimi (Ix,), faz 3
repolarizasyonu i¢in kritik dneme sahiptir. Depolarizasyon ile nispeten hizli bir aktivasyon
gosterir. Bununla birlikte, inaktivasyon orani, voltaja bagli C-tipi inaktivasyon nedeniyle
aktivasyon oranindan yaklasik 10 kat daha hizlhidir. Ik, insan kalbinde hem atriyumda hem de
ventrikiillerde bulunur. Sol atriyum ve ventrikiiliin endokardinda daha yiiksek seviyelerde
eksprese edilmektedir (24,27,28).

Yavas aktive olan gecikmeli dogrultucu K* akim (Slowly activating delayed rectifier
K* current, lIxs): Ik/den farkli olarak, Ixs'ler faz 2 repolarizasyonunun inaktivasyonunda rol
alir ve bu durum faz 3 repolarizasyonunu da 6nemli olgiide etkiler (29,30). Iks'lerin bu
ozelligi, uzun siireli atriyal ve ventrikiiler aksiyon potansiyellerinde belirgin diizeyde 6nem
tagimaktadir. Ayrica kalp hizindaki fizyolojik artislar sirasinda aksiyon potansiyeli siiresinin
kisalmasi ile de ilgilidir.

Kalp atim hizindaki bir artig Igs'nin inaktivasyonu i¢in gereken siireyi de azaltir. Sonug
olarak, daha fazla ks repolarizasyon oraninda da daha dik bir diislise neden olur. Iks'lerin
bloke edilmesi ise artmis kalp atim hizi1 durumunda aksiyon potansiyeli siiresinde uzamaya
neden olur (31-33). Iks'ler tiim kardiyak hiicre tiplerinde bulunur, ancak ekspresyonu mid-
miyokardiyal duvarda 6nemli Ol¢lide azdir. Bu durum bu bdlgede goriilen uzun aksiyon

potansiyeli siiresini de agiklamaktadir (24).

Ice dogru dogrultucu K* akim (Inward rectifier K* current, lg)): ice dogru dogrultucu
K" akimi (Ix;) dar bir membran potansiyel araliginda fonksiyon gosterir. li; hem atriyumlarda
hem de ventrikiillerde bulunmaktadir. Bu nedenle dinlenim membran potansiyellerinin

belirlenmesinde rol oynar. Bu kanallar, ventrikiillerde daha fazla eksprese edilmektedir. Bu da



ventrikiillerin 6nder odak aktivitesinde daha az hassas hale gelmesine sebep olmaktadir
(24,25).

Asetilkolinle aktive edilen K* akim (Acetylcholine-activated K™ current, lxacn): ice
dogru dogrultucu asetilkolin ile aktiflestirilmis K™ akimi (Ikach), voltaja duyarli olmak yerine
G proteinleri araciligiyla diizenlenir. Asetilkolin K™un ice dogru akimina izin veren
muskarinik duyarli Ixacy kanallarini acar. Igeri dogru dogrultucu akim aksiyon potansiyelini
kisaltir ve membran1 hiperpolarize eder (24,26). Membran hiperpolarizasyonu, aksiyon
potansiyeli siiresini azaltmanin yani sira sinoatriyal ve atriyoventrikiiler diigimlerin 6nder
odak depolarizasyonunu da yavaslatmaktadir (26,34). Ixacy'nin atriyumlara 6zgii oldugu
diisiniilmektedir. Ancak hem atriyumda hem de ventrikiilde var olabilecegi bildirilmekle
birlikte atriyumda ventrikiillerden 6 kat daha yogun eksprese oldugu yoniinde bildirimler de
bulunmaktadir (24,29,35).

ATP ile aktive olan K" akim (ATP-activated K" current, Ixatp) : ATP ile aktive olan
K" akimi (Ixap), Kardiyomiyositlerin hem sarkolemmal (sarc-Katp) hem de mitokondriyal i¢
zarinda (mito-Katp) bulunur. Her iki kanal da ATP tarafindan kontrol edildiginden dolay1
hiicrenin metabolik durumuna dogrudan cevap verir ve sonug¢ olarak da hiicre zari

potansiyelini etkiler (26,36).

Kv7 Kanallar

Molekiiler olarak 1996 yilinda kesfedilen voltaj kapili K* kanallar1 (Kv, Kv7 ailesi), ¢ok
sayida hiicre tipinin, ndronlarin, kardiyak miyositlerin yani sira epitel ve diiz kas hiicrelerinin
fonksiyonel aktivitesinde de onemli kanallar olarak karsimiza g¢ikmaktadir (21,37). Voltaj
kapili potasyum kanallarinin alfa ve beta olmak iizere iki alt iinitesi bulunmaktadir. Alfa
altiinitesi (Kva) 12 farkli gruba ayrilabilmektedir (Kv1-12). Kv7.1-5 kanallar1 yavas aktive
olan gecikmeli dogrultucu potasyum kanallar1 olarak bu grupta yer alir. Beta alt linitesi alfa alt
tinitesiyle birlikte ¢alisir ve daha ¢ok potasyum kanallarinin aktivitesinin modiile edilmesinde
gorevlidir (38). Memelilerde bulunan Kv kanallari tetramerik bir yapiya sahiptir. Her bir Kv7
alt birimi, alt1 transmembran segmenti (S1-S6) ve hiicre i¢i N-terminal kismi (NH;), C-
terminal kisminin (COOH) terminallerine sahip bir topolojik diizenleme gosterir. S1-S4
bolgeleri voltaja duyarli alani olustururken, S5-S6 bolgeleri ise iyon segici kismi1 olusturur. S4

alani, dort ila alt1 adet pozitif yiiklii arjinin ig¢erir. Bu yiik, zar voltajindaki degisikliklere yanit



olarak hareket eder, bu sekilde kanalin agilip kapanmasi regiile edilmis olur (39,40). Kv7
kanallarinin yapis1 sematik olarak Sekil 2°de gosterilmistir (41).

2 % A ﬁ

Intracellular

2 NH,
Extracellular /\ /\

S6l) 7

NH,

Cytosolic
subunits

cooHx

Sekil 2. Kv7 kanallarinin sematik goriiniimii (41)

Kv7 kanallart KCNQ gen ailesi tarafindan kodlanmaktadir. Bu gen ailesi sirasiyla
kromozomal lokus 11pl5, 20q13, 8q24, 1p34 ve 6ql3'te bulunan bes iiyeden (KCNQ 1-5)
olugsmaktadir ve her bir KCNQ geni farkli bir Kv7 proteinini eksprese etmektedir (37). Kv7
kanali alt tipleri olan Kv7.1-5 kanallariin sigan kalbi sol ve sag ventrikiillerinde, koroner
arterlerde ve beyin dokusunda ve ayrica insan kalbinde de eksprese edilidigi bilinmektedir
(42). Ayrica bu kanallarin varhigi i¢ kulak, vaskiiler doku, gastrointestinal sistem, sinirler ve
iskelet kasinda da gosterilmistir (39). Kv7 kanalim1 kodlayan genlerdeki mutasyonlarin,
kalitsal uzun QT sendromu, atriyal fibrilasyon, epilepsi ve sagirlik gibi cesitli kalitsal
bozukluklarla iliskili oldugu rapor edilmistir (37).

Ayrica Kv7 kanallarinin  fonksiyonlarindaki degisimlerle metabolik sendrom
parametrelerinden olan diyabet, hipertansiyon ve obezite arasinda giiclii bir iligkili oldugu
belirtilmektedir (41). Kv7 kanallar1 ve bu kanallar1 kodlayan genler diyabet ve
kardiyovaskiiler hastaliklarla ¢esitli sekillerde iliskilendirilebilir. Bunlardan ilki, KCNQ1
genindeki bazi varyantlarin gelecekte tip 2 diyabet goriilme riskinde artis ile pankreatik
hiicre fonksiyonunda bozulmaya yol acti1 gdsterilmistir (43). Ikinci olarak, uzun QT

sendromlu hastalarda goriildiigii gibi KCNQ1 genindeki fonksiyon kaybi mutasyonlarmnin



hiperinsiilinemiye ve devaminda da hipoglisemiye neden oldugu belirtilmistir (44). Ugiincii
olarak da diyabetik siganlarda hipergliseminin sol koroner arterde Kv7 kanal aktivitesinde,
ekspresyonunda ve vazodilatér fonksiyonunda azalma ile sonuglandigi rapor edilmistir (45).
Bu nedenle bu tez calismasinda da incelenmis olan Kv7 kanallarinin hipertansiyon, diyabet ve
obezite gibi metabolik sendrom bilesenlerinin énlenmesi ve tedavi edilebilmesi igin molekiiler

hedefler olarak islev gérebilecegi dile getirilmektedir (41).

Kv11.1 Kanallan

Potasyum iyon kanalinin alfa alt birimi olan Kv11.1 kanali hERG (human ether-a-go-
go-related gene) veya KCNH2 olarak bilinen gen tarafindan kodlanmaktadir. Kv11.1
potasyum kanali a alt biriminin, N-terminal kismi1 (NH3), C-terminal kisminin (COOH) yani
sira, S5 segmenti ve S6 segmentini i¢eren por bolgesi dahil 6 membranli sematik yapisi1 Sekil
3’de verilmistir (46). hERG kanali 1159 amino asit uzunlugundadir. NH; terminali, kanal
deaktivasyon hizini diizenlemek i¢in onemli olan Per-Arnt-Sim (PAS) bilesenini igerir (47).
COOH terminali ise normal hERG trafigini saglayan bir siklik niikleotit baglanma bilesenini
(cNBD) igermektedir (48). Bu iyon kanali kalbin elektriksel aktivitesine kardiyak aksiyon
potansiyeli olusumunun faz 3 evresinde (repolarizasyon fazi) biliylik oranda katk:
sunmaktadir. KCNH2 geni, hizli disa dogru gecikmeli dogrultucu (lx;) iyon kanalin1 kodlar ve
KCNH2 genindeki mutasyonlar veya ilaglarla disaridan yapilan miidaheleler, repolarize edici
Ik, akiminda azalmayla birlikte ventrikiiler repolarizasyonun uzamasi ve EKG’de QT
araliginin  sliresinin uzamasina sebep olmaktadir (49). Ik, ile iliskili kanallarin
fonksiyonlarinin bozulmast gibi bazi durumlarda repolarizasyon fazi uzayabilir. Bu da
ventrikiiler aksiyon potansiyeli olusumunun faz 2 evresinde Ca™ kanallarnin yeniden
acilmasina ve beklenmeyen erken postpolarizasyonlara (early after repolarisations) neden
olabilir. Erken postpolarizasyonlarin artmasi beraberinde torsades de pointes olarak da bilinen
bir gesit polimorfik ventrikiiler tasikardilere sebep olabilir (50). Bu durum Sekil 4’de
sematize edilmistir (51). Tersine genetik mutasyonlarla bu kanalin akimi arttiginda diger bir

kalitsal kalp ritmi bozuklugu olan kisa QT sendromu goriilmektedir (52).
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Sekil 3. Kv11.1 kanal sematik gosterimi (46)
PAS-cap: PAS(Per-Arnt-Sim) sapka bolgesi
cNBD: siklik niikleotid baglanma bolgesi
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Sekil 4. Ventrikiiler aksiyon potansiyeli anormallikleri (51)
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METABOLIK SENDROM

Metabolik sendrom ilk olarak 1923 yilinda hipertansiyon, hiperglisemi ve gut hastaliginin
bir araya geldigi bir hastalik olarak tanimlanmistir (53). Fransa'da Jean Vague adli bilim
insan1, 1950'lerin sonunda, bel gevresi yaglanmasi, diyabet, ateroskleroz ve gut arasinda bir
iliski oldugunu ifade etmistir (54). Daha sonra, 1967'de Avogaro ve arkadaslari metabolik
sendromu tanimlamislardir ve 1985 yilinda Modan yaptigr calismada hiperinsiilinemi,
hipertansiyon, obezite ve glikoz intoleransi arasinda bir baglanti oldugunu 6ne siirmiistiir
(55,56). Giiniimiizde ise tiim bu hastaliklarin bir araya gelmesi artik metabolik sendrom
olarak adlandirilmakta ve bu durumun diinya c¢apinda giderek biiyiiyen bir sorun haline
geldigi bilinmektedir.

Metabolik sendrom insiilin direnci, abdominal obezite, dislipidemi, artmis kan basinci ve
aclik plazma glikoz diizeyinin >100 mg/dL olmasi gibi farkli bilesenlerin bir araya geldigi bir
metabolik anormalligi ifade etmektedir. Kardiyovaskiiler hastaliklar ve tip 2 diyabet
riskindeki artigin yani sira, metabolik sendrom obstriiktif uyku apne sendromu, iireme
bozukluklari, demans, alkolsiiz yagl karaciger hastalig1 ve baz1 kanserler dahil olmak {izere
bircok komorbidite ile de iliskilidir (1).

Metabolik sendrom goriilme sikligi iilkelerin farkli beslenme aliskanliklar1 ve gelismislik
diizeylerine gore farklilik gostermektedir. Bununla beraber metabolik sendrom goriilme
siklig1 ilerlemis yas ve viicut agirligindaki artis ile yakindan iligkilidir. Sendromun yayginligi
tim diinya iilkelerinde, toplumlarin karakteristik &zelliklerine gore degiskenlik
gostermektedir. Gorlilme sikligi ilerleyen yas ve viicut agirhig artisiyla yiikselmektedir (57).
Onat ve ark. (2013)’nin ¢alismasima gore metabolik sendrom goriilme sikligi erkeklerde %
45.1 olurken kadimlarda % 54.5 olarak bulunmustur. Ulkemizde metabolik sendromun erkek
bireylerde en yiiksek goriilme sikligina 40-49 yaglar1 arasinda ulasildigi kadinlarda ise bu
durumun 60-69 yaslar1 arasinda goriildiigii sonucuna ulasilmistir (58).

Metabolik sendrom, gelismis ve az gelismis iilkelerdeki popiilasyonun % 25'ini {i¢ kat
artmis kardiyovaskiiler mortalite riski ile birlikte etkilemektedir (59). Metabolik sendrom,
genel kardiyovaskiiler mortaliteyi 1.5-2.5 kat arasinda arttirmakta ve Alzheimer gibi
norodejeneratif bozukluklarla birlikte, giiniimiizde en O©nemli iki ana halk saglig
probleminden birisi olarak kabul edilmektedir (60).

Metabolik sendromun tanisinin konulabilmesi i¢in farkli bir¢ok tani kriteri belirlenmistir.
Bunlardan hastaligin bilesenlerine dair Ulusal Kolesterol Egitim Programi-Eriskin Tedavi
Paneli 11l (UKEP YTP IIl), Diinya Saglik Orgiitii (DSO), Avrupa Insiilin Direnci Calisma
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Grubu (AIDCG) ve Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (UDF) ve gibi ¢alisma gruplari

tarafindan siniflandirmalar yapilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Farkh kurumlar tarafindan uygulanmakta olan metabolik sendrom tam

kriterleri (61)

UKEP YTP I11: (2005)

DSO (1999)

AIDCG (1999)

UDF (2005)

Insiilin direnci (IGT,

Hiperinsiilinemi (plazma

Abdominal obezite: bel

Kesinikle gerekli Higbiri o n . gevresi >94 cm (Erkek),
IFG, T2D) insulin >75™ persentil)
>80 cm (Kadm)
Insiilin direnci veya Hiperinsiilemi ve
. Asagidaki bes kriterden . ) ) . Obezite ve agagidaki
Kriterler ) diabet ve asagidaki bes | asagidaki dort kriterden ) o
herhangi {icii . . L dort kriterden ikisi
kriterden ikisi ikisi
Bel/kalga oran>0.90
. Bel gevresi > 40 ing (Erkek) (Erkek), > 0.85 Bel ¢evresi > 94 cm ) .
1.0Obezite . . Abdominal obezite
veya >35 in¢ (Kadin) (Kadin), VKI>30 (Erkek), >80 cm (Kadin)
kg/m?
. o . . J . Aclik glikozu > 100
2. Hiperglisemi Aglik glikozu > 100 mg/dl Insiilin direnci Insiilin direnci dl
mg
Trigliserit > 150 mg/dl
L . i veya HDL-C <35 Trigliserit > 177 mg/dl
3. Dislipidemi Trigliserit > 150 mg/dl Trigliserit > 150 mg/dl
mg/dl (Erkek), <39 veya HDL-C <39 mg/dI
mg/dl (Kadin)
o ] HDL kolestrol <40
4. Dislipidemi HDL kolestrol <40 mg/dl

(ikinci, ayn kriter)

(Erkek), <50 mg/dl (Kadm)

mg/dl (Erkek), <50
mg/dl (Kadin)

5. Hipertansiyon

>130 mmHg sistolik
>85 mmHg diastolik

>140/90 mmHg

>140/90 mmHg

>130 mmHg sistolik
>85 mmHg diastolik

Diger Kriterler

Mikroalbtiminiiri

UKEP YTP IlI: Ulusal kolesterol egitim programi yetigkin tedavisi paneli 111

DSO: Diinya saglik orgiitii

AIDCG: Avrupa insiilin direnci ¢alisma grubu

UDF: Uluslararasi diyabet federasyonu
VKIi: Viicut kitle indeksi

Sicanlarda Metabolik Sendrom Modeli Olarak Fruktozla Beslenme

Gilintiimiizde yiiksek fruktozlu misir surubu kaynakli fruktoz tiiketimi 6nemli 6l¢iide

artmistir. Yiiksek fruktozlu misir surubu karbonath igecekler ve diger sekerli icecekler, unlu

mamiiller, sekerler, konserve meyveler, receller, jeller ve siit {iriinlerinde yaygin olarak

kullanilmaktadir. Islenmis gida iireticileri ¢ogu zaman yiiksek fruktozlu misir surubunu

sakkaroza tercih etmektedirler. Fruktozun metabolizma {izerinde potansiyel birgok zararli
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etkileri vardir. Yiksek oranda tiiketimi metabolik sendromun baslica sebebi sayilmaktadir.
Fruktoz 6zellikle toksik gelismis glikasyon son iiriinlerinin olusumunu tesvik eden gii¢lii bir
indirgeyici sekerdir ve diyabetin vaskiiler, renal ve okiiler komplikasyonlarinin patogenezinde
ve ateroskleroz gelisiminde etkin rol almaktadir (62). Yiiksek miktarda fruktoz tiikketiminin

bir¢cok organ ve sistemi olumsuz etkiledigi bilinmektedir. Bu etkilerden bazilar1 Sekil 5°te

gosterilmistir (63).

Bevin:

« Tat merkezlerinin aktivasyonu, W

+ Bagimhhk davramslan

« Leptin direnci

« Norostimulant

» Karaciger:

« Yagh karaciger

+ Artmis trigliserit Metabolik Sendrom

+ ATP tiiketimi
Seker ~¥ .+ Inflamasyon Insiilin direnci

« Urikasit iiretimi Artmis kan basma

J Abdominal obezite
Yiiksek Damar: Dislipidemi .
fruktozlu Frukroz » -+ Inflamasyon Yagh karaciger »| TipII
: .- iy Divabet

misir « Endotel disfonksivonu Inflamasyon :
surubu \ Oksidatif stres

Bibrek: Endotel disfonksivonu
Bal, Meyve * +« Renal vazokonstriksivon Hiperiirisemi

+ Glomeruler hipertansivon
» Renal hasar
+ Renal inflamasyon

Adiposit:

+ Oksidatif stres

. inﬂamasyon J
+  Azalms adiponektin

Sekil 5. Yiiksek fruktoz tiiketiminin organlar iizerindeki bazi olumsuz etkileri (63)

Fruktozdan zengin beslenmenin ¢esitli etkileri siganlar iizerinde olusturulan deneysel
metabolik sendrom modelleri {izerinde ¢alisilmaktadir (64). 1950'lerde yapilan galismalardan
baslayarak, yiiksek siikroz icerikli diyetlerin hizla hiperglisemi, insiilin direnci, hiperlipidemi,
hipertansiyon, kilo alimi ve hiperiirisemiyi tetikleyerek si¢anlarda metabolik sendromu
baslatabilecegi kabul edilmektedir (65,66). Diger taraftan Bruckdorfer ve ark., 1973 yilinda
bu metabolik degisikliklerin fruktoz igerigine bagl oldugunu gostermistir (67). Sicanlarin
esdeger miktarda fruktoz veya glikoz ile beslendiklerinde, toplam enerji aliminin ayni olmasi
ve viicut agirhigr degisiminin esdeger olmasiyla birlikte, sadece fruktoz ile beslenen siganlarin
metabolik sendrom (hipertrigliseridemi, hiperiirisemi ve hiperinsiilinemi) 6zellikleri

gosterdigi belirtilmistir (68,69). Shapiro ve ark., 2008 yilinda yaptiklar1 ¢alismada siganlari 6
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ay boyunca fruktoz veya nisasta bazli diyetle beslemislerdir. Gruplar arasinda kilo aliminda
bir fark olmamasina ragmen, fruktoz ile beslenen si¢anlarda, nisasta ile beslenen siganlarda
gbzlenmeyen leptin direnci gelistigini rapor etmislerdir (70). Bu, obeziteyi tetiklemesi
acisindan fruktoz ve yiiksek yag iceren diyet arasindaki etkilesimi gostermektedir. Ayrica
Tayfur ve ark., 2019 yilinda yaptiklar1 ¢alismada si¢anlarin igme sularmma % 10 oraninda
fruktoz eklediklerinde fruktozun metabolik sendromun belirleyici bilesenlerinden olan insiilin
direnci, dislipidemi, total kolesterol ve glikoz gibi parametrelerde anlamli farklilik
olusturmada yeterli bir doz olmadigimni belirtmislerdir (71). Bu durum her fruktozdan zengin

diyetin metabolik sendrom modeli olusumunda yeterli olamayabilecegini de gostermektedir.

FRUKTOZ METABOLIZMASI

Fruktoz dogada bazi aga¢ meyvelerinde, balda, kavun ve karpuz gibi meyvelerde
bulunmaktadir. Bunun yaninda fruktozun asitli igecekler, gikolata, hazir kek, misir surubu
kaynakli tatlandiricilar ve sekerlemeler gibi bir¢ok hazir gidada bulundugu da bilinmektedir.
Gilinlimiizde insanlar, diger karbonhidratlara gore daha ucuz olmasi ve tliketiminin istahi
belirgin sekilde artirmasi nedeniyle yaygin olarak fruktozdan zengin beslenmektedirler.
Ancak fruktozdan zengin beslenme beraberinde metabolik sendrom goriilme sikliginda artisa
sebep olmaktadir (72). Yiiksek fruktozlu misir surubu veya siikroz gibi ilave sekerler halinde
fruktoz tiiketimi son 30 yilda belirgin bir sekilde artmistir (73). Yiiksek fruktoz tiiketiminin
hepatik ve periferal insiilin direncine neden oldugu bilinmektedir (74). Fruktozdan zengin
beslenme siganlarda; hipertansiyon, hiperiinsiilinemi, insiilin direnci, hipertrigliseridemi,
hepatik VLDL nin asir1 iiretimi, obezite ve hiperglisemiye neden olmaktadir (75-78).

Fruktoz, glikoz tastyici protein (GLUT) ailesinin bir iiyesi olan GLUTS tarafindan hiicre
igine almir (4). GLUTS, ince bagirsagin, renal proksimal tiibiiliin ve ayrica testisin epitel
hiicrelerinde 6nemli 6lgiide eksprese edilmektedir (79). Fruktoz, jejunumdaki GLUT5 glikoz
tastyicilart tarafindan emilir ve daha sonra portal dolasim yoluyla karacigere geger ve burada
hepatositlerde GLUT2 tasiyicilart tarafindan alinir ve metabolize edilir (80). GLUTS,
fruktozun viicudumuza girisini diizenlemede hayati bir rol oynar. Asirt fruktoz tiiketiminin
neden oldugu olumsuz sonuglar fruktozun sistemik dolasim yoluyla organ sistemlerine
ulagmasi ve normal islevlerini bozdugunda ortaya ¢ikar (81). Fruktozun ince barsak liimeni
apikal zarindan enterosit igerisine girisi Ve kapiller kan damarina gegisi Sekil 6’da sematize

edilmistir (82,83).

14



Apikal zar

Enterosit

Bazal zar

Kapiller kan damari

Sekil 6. Fruktozun (F) enterosite girisi ve kapiller kana gegisi (82,83)

METABOLIK SENDROM VE KARDIYOVASKULER ETKILERI

Metabolik sendromun neden oldugu bir¢ok kardiyak anormallik bulunmaktadir. Bunlar
arasinda artmis sol ventrikiil duvar kalinligi, sol ventrikiil diyastolik disfonksiyonu ve
ateroskleroz en sik karsilasilanlar arasindadir (6,7,84). Bunlarin disinda metabolik sendromla
birlikte kalpte siiresi uzamis veya kisalmis ventrikiiler repolarizasyon, atriyal fibrilasyon,
supraventrikiiler ya da ventrikiiler aritmiler olusabilecegi de bildirilmistir (4).

Metabolik sendrom, kardiyovaskiiler hastaliklar agisindan bircok risk faktorii
icermektedir. Tanimi i¢in belirlenen bes klasik risk faktoriiniin disinda, metabolik sendromlu
bireylerde inflamasyona ve tromboza da egilim vardir. Metabolik sendroma neden olan en
onemli patogenetik mekanizmalarin basinda gelen insiilin direnci gelmektedir (85).

Obezite ve metabolik sendroma yol acan metabolik diizensizlik, artik neredeyse bir salgin
olarak adlandirilan 6nemli bir halk sagligi problemidir. Diinya niifusunun neredeyse iigte
birinden fazlasinin asir1 kilolu veya obez oldugu diisiiniildiigiinde bu kisilerde goriilebilecek
olan kardiyovaskiiler hastaliklara bagli olimler de yadsmmamaz bir gergektir. Metabolik
sendromda mevcut kardiyak terapdtik segenekler sinirlidir. Bu durum bu hastalarda kardiyak
ritmi normallestirmeye yardimci olacak yeni etki mekanizmalar ile terapétik yaklasimlarin
gelistirilmesi i¢in onemli bir arastirma alani oldugunu gostermektedir (4). Obezite atriyal
fibrilasyon goriilme sikligina 6nemli Ol¢lide katkida bulunur ve popiilasyon tabanli kohort
caligmalarina gore, obez bireylerde obez olmayan bireylere kiyasla atriyal fibrilasyon gelisme

riski % 49 oraninda daha fazladir (86). Obeziteyle birlikte bircok metabolik sendrom
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parametresinin bir arada goriildiigii durumlarda bazi 6nemli kardiyak iyon kanallarinin

aktivitelerinin nasil degistigi tam olarak bilinmemektedir. Bu durum Sekil 7’de 6zetlenmistir

(4).

Yiiksek yagh diyet BEEED Obczite

<
‘ Glukoz yararlanim
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Sitozol
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Sekil 7. Obeziteye bagh kardiyak iyon kanal aktivite degisimleri (4)
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MELATONIN SALGILANMASI VE FiZYOLOJIK OZELLIKLERI

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) 232.283 g/mol molekiiler agirligi olan ve baslica
iki temel Ozellige sahip bir hormondur. Su ve lipitte neredeyse esit olarak dagilabilmesi ve
bdylece organizmanin tiim boliimlerinde bulunabilme 6zelligi ile giiglii antioksidan kapasiteye
sahiptir. Boylelikle neredeyse tiim oksijen ve azot reaktif tiirlerini etkili bir sekilde temizleme
Ozelligi bulunmaktadir (87-89). Melatoninin kandaki ortalama seviyesi 60-70 pg/ml’dir ve
normal kosullarda gece salgilandigi bilinmektedir. Plazmada 6lgiilen maksimum melatonin
seviyesine gece saat 02:00 ile 04:00 arasinda ulagilmaktadir. Salgisinin gece 21:00-22:00
saatleri arasinda artmaya basladig1 ve 07:00-09:00 saatleri arasinda ise neredeyse sonlandigi

belirtilmektedir (89).

Melatonin Reseptorleri

Melatoninin ti¢ farkli reseptorii oldugu bilinmektedir. Bunlardan etkin role sahip oldugu
bilinen reseptorler melatonin membran reseptorleri olan ve memelilerde, MT1 (insanlarda
MTNRZ1A) ve MT2 (insanlarda MTNR1B) olarak adlandirilan melatonin reseptorleridir. Bu
membran melatonin reseptorleri, adenilil siklaz, fosfolipaz A2 ve fosfolipaz C gibi efektorler
ile etkilesime giren ve genellikle cAMP ve cGMP iiretimini azaltan ve/veya diasilgliserol ve
inositol  3-fosfat olusumunu arttiran heterotrimerik Gi/Go ve Gg/11 protein-bagh
reseptorlerdir (90). MT1 reseptorii 350 amino asit uzunlugundadir ve Gi'ye, 6zellikle Gia2,
Gia3 ve Gg/ll'e baghdir. MTI1 reseptorleri beyin, kardiyovaskiiler sistem (periferik kan
damarlari, aort ve kalp dahil), bagisiklik sistemi, testisler, yumurtalik, cilt, karaciger, bobrek,
adrenal korteks, plasenta, meme, retina, pankreas ve dalakta eksprese edilir (91-93). MT2
reseptoriinii kodlayan gen, iki ekson ve bir intron bolgesi icermektedir ve 363 amino asitten
olugsmaktadir (94). MT2 reseptorii ayn1 zamanda bir G-proteini bagimli reseptordiir. Gi'nin
aktivasyonuyla iligkilidir. MT2, bagisiklik sistemi, beyin (hipotalamus, suprakiyazmatik
niikleus), retina, hipofiz, kan damarlari, testisler, bobrek, gastrointestinal sistem, meme
bezleri, yag dokusu ve ciltte bulunur (91,95,96). Melatoninin hiicrede ii¢ farkli yerde
reseptOrii bulundugu ve buralara baglanarak etki gosterdigi bilinmektedir. Bunlar hiicre zari,
sitoplazmasi ve gekirdegidir. Bu reseptorlerden MT1 ile MT2 reseptorleri hiicrenin zarinda
yer almakta olup G proteini aracili etki mekanizmasina sahiptir (97,98).

Melatonin reseptorlerinin eksprese oldugu dokular ve sistemler ile bulunduklar

yerlerdeki gorevlerine iliskin bilgiler Tablo 2’de kisaca verilmistir (96).
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Tablo 2. Melatonin reseptorleri ve bulunduklar yerlerdeki gorevleri (96)

Eksprese Eksprese olan Eksprese oldugu yerdeki gorevi
oldugu yer melatonin reseptorii
SKN MT2 Sirkadiyen ritmin diizenlenmesi
Retina MT2 Dopamin saliniminin azalmast
Damar MT1, MT2 MT1: Vazokonstruktor
MT?2: Vazodilatator
Immun MT1, MT2 Lokotrien inhibisyonu
Sistem Immun hiicre proliferasyonu
IL2 ve IL6 iiretimi
Ureme MT1, MT2 GnRH, FSH ve LH saliniminin azalmasi
Sistemi
Pankreas MT1, MT2 Insiilin saliniminin azalmasi
Deri MT1, MT2 Sag biliylimesi ve epidermis
fonksiyonunun diizenlenmesi
GIS MT1, MT2 Gastrik kasilmalarin azalmasi
Bikarbonat ve kolesistokinin saliniminin
artmasi
Kemik MT1 Osteoblastik aktivitenin artmasi
Bobrek MT1, MT2 Glomeruler filtrasyonun diizenlenmesi
Plasenta MT1, MT2 Radikal temizleyici
Apaptozun azaltilmasi
Uterus MT1, MT2 Miyometriyal kasilabilirlik
Endometrium | MT1, MT2 Erken gebelikte trofoblast invazyonu

SKN: Suprakiyazmatik niikleus, GIS: Gastrointestinal sistem

Bazilar

kardiyovaskiiler sistemde de eksprese oldugu bilinmektedir. Bu nedenle bir¢ok kalp damar
sistemi hastaliginda melatoninin ve melatonin agonistlerinin etkisi calisilmis ve olumlu
sonuglar alinmigtir. Klinikte ve deneysel sahada melatoninin ve bazi agonistlerinin etkilerinin
calisildig1 birgok kardiyovaskiiler sistem hastaligi bulunmaktadir. Bunlar arasinda miyokard

enfarktiisii, EKG’de ST yiikselmesi, koroner arter bypass’i, abdominal aortik anevrizma

Tablo 2’de belirtilmis olan yerlerin disinda melatonin reseptorlerinin
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tamiri, postural tasikardi sendromu, kan koagiilasyon aktivitesi, akut koroner sendromu,
koroner arter hastaligi, kardiyak aritmi, kalp yetmezligi ve hipertansiyon yer almaktadir (11).
Belirtilen tiim bu kardiyovaskiiler hastaliklarda da goriildiigii tizere melatoninin ve

agonistlerinin kalp-damar sistemindeki olumlu etkileri sahip oldugu goriilmektedir.

Melatonin Sentezi ve Metabolizmasi

Pineal bezdeki pinealositler tarafindan sentezlenen melatonin, omuriligin ilk torasik
segmentlerinin preganglionik sempatik ndronlarma dogrudan ve dolayli olarak projeksiyon
yapan hipotalamik paraventrikiiler c¢ekirdeklerden koken alan ndral sistemin kontrolii
altindadir (88). Triptofan tarafindan baslatilan melatonin sentezinin basamaklar1 Sekil 8’de

sematize edilmistir.

. S-hidroksitriptamin

Triptofan | : “| S-hidroksitriptofan | .
Triptofan Dekarboksilaz (serotonin)
hidroksilaz

N-asetil
transferaz
Melatonin ’ N-asetil serotonin

(N-asetil 5-metoksitriptamin) Hidroksiindol
O-metil-transferaz

Sekil 8. Melatoninin sentez basamaklari

Melatonin sentezindeki ana kontrol sirkadiyen sistemle gergeklesmektedir. Burada esas
islev hipotalamik suprakiyazmatik ¢ekirdekler {izerinden gergeklesmektedir. Bu da melatonin
sentezinin her zaman aydinlik/karanlik dongiisiiyle senkronize olarak gergeklestigini
gostermektedir. Pineal bez yiiksek oranda vaskiilarizedir ve tigiincii ventrikiil duvarma dorsal
ve posterior olarak baglanmasi, melatoninin gece boyunca merkezi sinir sisteminin beyin
omurilik sivisina ve kan akisina salinmasina izin vermektedir. Melatonin kanda genellikle
alblimine baglanmaktadir. Sitokrom P450 izoformlari (esas olarak CYP1A2) ile 6-
hidroksimelatonine metabolize edilir ve idrarla atilimi igin karacigerde 6-siilfatoksimelatonine

konjuge edilir (99).
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MELATONIN, SIRKADYEN RiTiM VE METABOLIK SENDROM ILiSKiSi

Metabolik sendromun diinya ¢apindaki prevalansinin ana nedeninin fazla gida tiiketimi
oldugu bilinen bir gergektir. Buna ek olarak artik birgok modern toplumda giin boyu her
saatte aktif olunabilecek bir yasam tarzi gelismistir. Fakat bilinmektedir ki bu durum insan
fizyolojisine uyumlu bir yasam tarzi degildir. Bundan yaklasik 40 y1l dncesine gore birgok
modern toplumun uyku siiresinin yaklasik % 25 oraninda daha az oldugu ve bunun sonucu
olarak yeterli ve gerekli siireye sahip bir uykudan mahrum olarak yasadigimiz rapor
edilmektedir. Ote yandan yetiskinlerin yaklasik % 30' unun gecelik uykusunun yaklasik 6 saat
diizeyinde oldugu bildirilmektedir (100).

Sirkadiyen ritimdeki bozulmalar beraberinde obezite, diyabet ve kardiyovaskiiler
hastaliklara yakalanma ag¢isindan artmis risk anlamina gelmektedir (101). Fazla beslenme gibi
yasam tarzi degisikliklerini uyku/uyaniklik dongiisiiniin bozulmasi izlemektedir (102). Bu
durum beraberinde otonom sinir sistemi fonksiyonunun dengesini torasik bolge ve kaslarda
sempatik aktivitenin baskin olmasi yoniinde bozmakta ve intra-abdominal bolgede
parasempatik dalin baskin olmasi sonucunu dogurmaktadir. Tiim bunlarin sonucu olarak
yiiksek tansiyon, kaslarda bozulmus glikoz alimi, yiiksek insiilin sekresyonu, karmn igi
yaglanmada artis ve diger yandan yagli bir karaciger tablosu karsimiza ¢ikmaktadir (103).

Melatoninin obezite, tip 2 diyabet ve karacier steatozunu azaltma yetenegine sahip
oldugu bilinmektedir (104). Pinealektomi operasyonuyla dolasimdaki melatoninin kaybi
belirgin hiperinsiilinemi ve karacigerde trigliserit birikimi ile sonuglanmaktadir. Melatoninin
uzun siireli uygulanmasinin ise restore edilmis insiilin direnci ile tip 2 diyabetik sicanlarda
lipit metabolizmasinda diizelmeye yol ag¢tigi bildirilmistir (105). Melatonin uygulamasi
sadece diyabetik siganlarda hipoglisemik bir etki yapmakla kalmamig ayni zamanda da
kardiyovaskiiler hastaliklarda da iyilesmeye yonelik olumlu sonuglar vermistir (106,107).
Melatonin tedavisinin izole edilmis sigan kalbinde olusturulan deneysel iskeminin neden
oldugu aritmileri azalttigi ve miyokard enfarktiisiiniin erken evresinde koruyucu bir etkiye
sahip oldugu goriilmistiir (108,109). Bunun yaninda melatonin plazma glikozu, leptin ve
trigliserit diizeylerini diisliriicii etkiye sahiptir (110). Tiim bu bilgiler 1518inda melatoninin
metabolik sendrom iizerindeki olumlu etkilerini Sekil 9°da gosterildigi gibi 6zetleyebiliriz
(59).
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Azalmis Insiilin

Trigliserit direncinin
seviyesi onlenmesi
METABOLIK
SENDROM
Azalmms Azalmms LDL
viiksek kan Kolesterol
basinci seviyesi
Azalms

inflamasyvon

Sekil 9. Melatoninin metabolik sendrom iizerine olumlu etkileri (59)

Melatoninin Metabolik Sendrom ve Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Etkileri

Kardiyovaskiiler hastaliklarin diinya c¢apinda 6liimiin ana nedenlerinden biri oldugu
diistiniildiigiinde, bu hastaliklarin olusumunu ve gelisimini azaltmak igin 6nleyici tedbirler de
biiyilk Oneme sahiptir (111). Melatoninin etkinligi ise kardiyovaskiiler hastaliklarin
patofizyolojisinde giderek daha fazla arastirilmaktadir. Melatonin  reseptorlerinin
kardiyovaskiiler sistemdeki varligi tanimlanmistir ve miyokardiyal enfarktiis, koroner kalp
hastaligi, konjestif kalp yetmezligi ve noktiirnal hipertansiyon dahil olmak iizere cesitli
kardiyovaskiiler hastaliklarda melatonin ve melatoninin idrardaki baslica metaboliti olan 6-
stilfatoksimelatonin seviyelerinin azaldigi da bildirilmistir (112,113).

Metabolik sendrom bilesenleri arasinda obezite, diyabet, dislipidemi, hiperglisemi ve
hipertansiyon gelmektedir. Diyabet (diyabetes mellitus), hiperglisemi, bozulmus insiilin
sekresyonu ve insiilin direnci ile karakterizedir. Ayrica diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklarin
gelisimi i¢in de ¢ok biiyiik bir risk faktoriidiir. Diyabetik hastalarda hayati kardiyovaskiiler
bozukluklarin goriilme riski diyabetik olmayan kisilere gore 2-3 kat daha yiiksektir (114).
Diyabetik hastalarda melatonin diizeyleri saglikli insanlardan daha diisiiktiir ve bu durum
insiilin ile melatonin arasinda bir etkilesim oldugunu goéstermektedir (115). Melatoninin,
melatonin reseptorlerine dogrudan baglanarak kan sekeri seviyelerini ve adipositlerde glikoz
alimimi diizenleyen glikoz uptake transporter ekspresyonunu etkiledigi bildirilmistir (116).
Yiiksek LDL kolesterol diizeyleri tespit edilen bireylerde melatonin seviyesinde diisme
oldugu bildirilmistir (92). Ayrica melatonin uygulamasinin dislipidemiyi iyilestirebilecegini

gosteren deneysel c¢alismalar da mevcuttur (117-119). Obezite, hipertansiyon, iskemik kalp
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hastaligr gibi kardiyovaskiiler hastaliklar ve diyabet icin Onemli bir risk faktoridiir.
Melatoninin ise farkli hayvan ve insan g¢alismalarinda obeziteye karsi etkin diizeltici role
sahip oldugu gosterilmistir (120,121). Melatonin takviyesiyle viicut agirhigmin ve karin igi
viseral yag birikiminin azaldig: bildirilmistir. Bu obeziteyi azaltici etkinin melatoninin enerji
dengesi ve diizenlenmesi iizerindeki diizenleyici roliinden kaynaklandigi rapor edilmistir
(122). Melatoninin giiglii antihipertansif etkiye sahip oldugu ve olas1 bir antihipertansif ajan
olarak kullanilabilecegine dair verilerin oldugu da bilinmektedir (123,124). Yapilan
caligmalar diisiik melatonin iiretiminin, koroner kalp hastaligi, sol ventrikiil hipertrofisi,
enfarktiis ve konjestif kalp ile iligkili oldugunu gostermektedir (125,126). Ekzojen melatonin
uygulamasi, iskemi-reperfiizyon hasari, diyabetik kardiyomiyopati, kalp yetmezligi ve artmis
kalp atim hiz1 dahil olmak tizere farkl kalp hastaliklarina kars1 koruyucu etkiye sahiptir (127-
130).
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GEREC VE YONTEMLER

Calismamizda toplam 32 adet, Sprague Dawley 1rk1 eriskin, 200+£20 g agirhiginda disi
sigan kullanildi. Siganlarin standart pelet yem ile ad libitum beslenmeleri saglandi. Caligmada
reverz ozmoz sisteminden gegirilmis igme suyu kullanildi. Calismamiz Trakya Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 2019.01.01 nolu onay karari sonrasi Trakya
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Birimi’nde standart laboratuvar kosullarinda

(22«1 °C 181, % 50-60 nem orant) yapildi.

Calisma Gruplan

Sicanlar her grupta 8 adet olacak sekilde 4 farkli gruba ayrildi. Deney o6ncesi tiim
siganlar tartildi ve viicut agirliklarina goére tiim gruplara homojen bir sekilde dagitildi.
Deneysel siire¢ olan 8 hafta boyunca tiim siganlarin kontrolleri ve yapilmasi planlanan

uygulamalar diizenli olarak yapildi.

Gruplar asagidaki sekilde olusturuldu;
Kontrol (K) Grubu (n=8): Standart diyet + i¢cme suyu ile beslendi. Bu gruptaki tiim
siganlara son iki hafta boyunca melatonini ¢6zdiirmek igin kullanilan % 0,1 etanol + distile su

(vehicle), oral gavaj yoluyla sabah 09:00-10:00 saatleri arasinda verildi.
Kontrol + Melatonin (MEL) Grubu (n=8): Bu gruptaki siganlar standart diyet +

icme suyu ile beslendi. Beslenme siirecinin son iki haftasinda, giinliik taze olarak hazirlanan

melatonin (20 mg/kg/giin) oral gavaj yoluyla, sabah 09:00-10:00 saatleri arasinda verildi.
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Metabolik Sendrom (MS) Grubu (n=8): Bu gruptaki sicanlar standart diyet + igme
suyuna fruktoz (200 g/L) eklenerek 8 hafta boyunca beslendi. Fruktoz her giin taze olarak
hazirlandi. Tiim siganlara melatonini ¢ozdiirmek i¢in kullanilan % 0,1 etanol + distile su

(vehicle) son iki hafta boyunca sabah 09:00-10:00 saatleri arasinda oral gavaj yoluyla verildi.

Metabolik Sendrom + Melatonin (MS+MEL) Grubu (n=8): Bu gruptaki si¢anlar
standart diyet + igme suyuna fruktoz (200 g/L) eklenerek 8 hafta boyunca beslendi. Fruktoz
her giin taze olarak hazirlandi. Beslenme siirecinin son iki haftasinda si¢anlara giinliik taze
olarak hazirlanan melatonin (20 mg/kg/giin) oral gavaj yoluyla sabah 09:00-10:00 saatleri
arasinda verildi.

Calisma gruplar1 Tablo 3’ de 6zetlenmistir.

Tablo 3. Calisma gruplari

8 haftalik deneysel siire¢

Ad .
Grup Ad: Sigan ilk 6 hafta Son 2 hafta
Sayis1
RS
K 8 Standart diyet + igme suyu Star_ldart diyet + igme suyu ve
vehicle
Standart diyet + igme Suyu ve
MEL 8 Standart diyet + igme suyu ~ Melatonin (20 mg/kg/giin, oral
gavaj)
NS
MS 8 Standart diyet + i¢gme suyu (S;?SS?; ?gg t /Ll)g il/lee\f:f?;zle
(Fruktoz 200 g/L) g
. . Standart diyet + igme suyu
+
MS+MEL 8 Standart diyet +igme SUYU 0 7 200 g/L) ve Melatonin

Metabolik Sendrom Modelinin Olusturulmasi

MS ve MS+MEL gruplarinda bulunan toplam 16 adet si¢anin igme sularina 200 g/L
dozunda, giinliik taze olarak hazirlanan D-fruktoz (Sigma-Aldrich, KatNo: F0127-5KG)
eklendi (131). Fruktoz eklenen su metabolik sendrom modeli olusturulacak olan tiim
sicanlarin kafeslerindeki igme sularinin bulundugu béliime yerlestirildi. Sigcanlarin giinliik su

tilketimleri g6z 6niinde bulundurularak, igme sular1 giinliik kontrol edildi.
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Melatonin Uygulanmasi

MEL ve MS+MEL grubundaki sicanlara 8 haftalik beslenme siiresinin son iki
haftasinda her giin taze olarak hazirlanan melatonin (% 0.1 etanol ve distile suda ¢6zdiiriildii)
20 mg/kg/giin dozunda oral gavaj yoluyla sabah 09:00-10:00 saatleri arasinda verildi (132).
Oral gavaj ile melatonin uygulamasi sirasinda, herhangi bir aspirasyon olmamasina dikkat

edildi. Gavaj sonrasi ilk birkag¢ dakika siganlarin takibi yapildi.

Kan Basincinin (")lg:iilmesi

Metabolik sendromun en dnemli belirtegleri arasinda yer alan kan basinci ve kalp atim
hizindaki degisimin belirlenmesi maksadiyla tiim siganlarin sistolik kan basinci, diyastolik
kan basinci ve kalp atim hiz1 6l¢iimleri kuyruk arterinden (tail-cuff pletismografi yontemiyle)
yapildi. Kan basinci 6l¢timleri ¢aligmanin ilk giinii, 6. haftasinin ilk giinii ve 8. haftasinin ilk
giinlii olmak tizere 3 kez diizenli olarak tiim sicanlarda uygulandi. Tim ol¢iimler ve tiim
degerlendirmeler her defasinda ayni g¢alismaci tarafindan gergeklestirildi. Degerlendirme
oncesi, kan basinci dlgiimii cihazinin (MAY NIBP250, Tiirkiye) 1sitict modiiliiniin 32-34 °C’
ye ulagmasi i¢in beklendi. Kan basinct dl¢timii herhangi bir anestezik ajan uygulanmaksizin
yapildi. Siganlar kan basinci dlglimii oncesinde 1sitict modiil iginde yer alan kisitlayiciya
yerlestirilerek ortama alismalari i¢in beklendi. Sonrasinda cihazin sensor igeren kaf kismi
sicanlarin kuyruklarma takildi ve 15-20 dakika siiresince kuyruk arterinin dilate olmasi
amaciyla beklendi (Sekil 10). Kuyruk dilatasyonunu takiben tiim 6lgiimler her bir si¢an igin 5
kez tekrar edildi ve en biiyiik ve en kiiciik degerlerin ¢ikarilmasi sonrast kalan 3 degerin

ortalamalar1 alindi. Ortalama kan basinci Tablo 4’ de verilen formiile gore hesaplandi.
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Tablo 4. Ortalama arteriyel kan basinci hesaplama formiilii

OKB = DKB + (SKB - DKB)/3

OKB: Ortalama kan basinci
SKB: Sistolik kan basinci
DKB: Diyastolik kan basinci

Sekil 10. Kuyruktan tail-cuff pletismografi yontemiyle kan basinci 6l¢iimii

Elektrokardiyografi (EKG) Kaydi Alinmasi

Calismamizda olusturdugumuz metabolik sendrom modelinde itizerinde calistigimiz
kardiyak potasyum kanallarinin etkileyecegi parametrelerden olan EKG’de RR ve QT siireleri
ile ve kalp atim hizinin belirlenmesi maksadiyla tiim sicanlarda EKG kayitlar1 kan basinci
Ol¢iimiiniin  hemen sonrasinda bekletilmeden, ekstremite derivasyonlar1 kullanilarak
calismanin ilk giinii, 6. haftasinin ilk giinii ve 8. haftasinin ilk giinii olmak tizere 3 kez alindi
(EKG cihazi: 35 Hz;Poly-Spectrum 12 channel ECG-System, Poly-Spectrum-8, Neurosoft,
5, Voronin str., Ivanovo, Rusya) (Sekil 11). EKG kayitlar1 yapilmadan 5 dakika 6nce
sicanlara kas i¢i yolla sedasyon amagh 40 mg/kg ketamin HCI (Ketasol % 10, 0513277AA,
Interhas A.S., Ankara) ve 4 mg/kg ksilazin (Xylazinbio % 2, 525120A, Intermed, Ankara)
enjeksiyonu yapildi (133). Her bir EKG kaydindan RR ve QT araligi belirlenerek

hesaplamalar yapildi. Belirlenen QT ve RR degerlerinden milisaniye (msn) diizeyinde
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diizeltilmis QT (QTc) siireleri hesaplandi (134,135). QTc hesaplamalarinda asagidaki
formiiller kullanildi;

QT Bazzett diizeltmesi formiilii (QTcB): QT Araligi / VRR

QT Fridericia diizeltmesi formiilii (QTcF): QT Araligi / 3VRR

Sekil 11. Elektrokardiyografi kayd: alinmasi

Kullanilan Cihaz ve Aletler

Kan basinci 6l¢lim cihazi: MAY NIBP250, Tiirkiye

EKG cihazi: 35 Hz;Poly-Spectrum 12 channel ECG-System, Poly-Spectrum-8,
Neurosoft, 5, Voronin str., lvanovo, Rusya

Derin dondurucu: Thermo Elektron Corporation, ABD

Hassas terazi: Mettler Toledo, AB204-S, isvicre

Otoanalizor: Abbot Architect ¢16, ABD

ELISA plaka okuyucu: Bio Tek Instruments, ABD

Homojenizator: Retsch MM40, Almanya

Spektrometre: Thermo Scientific Nanodrop ND-1000 UV/VIS, ABD

Termal Cycler Cihazi: The Applied Biosystems, Thermal Cycler 2720, ABD
Kantitatif Real-Time PCR Cihazi: The Applied Biosystems, StepOne Real-Time PCR,
ABD

Otomatik pipetler: Eppendorf Multipipette/Repeate (Xstream), Almanya
Vorteks: Heidolp, Almanya
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Kullanilan Kimyasal Maddeler

Fruktoz: D-fruktoz, Sigma-Aldrich, Almanya

Melatonin: Melatonin (Toz, M5250-1G), Sigma-Aldrich, Almanya

Ketamin: Ketasol %10, Interhas, Ankara

Ksilazin: Xylazinbio %2, Intermed, Ankara

Insiilin ELISA kiti: BT LAB Cat. No: E0707Ra, Cin

cDNA sentez kiti: High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, 200 reaction
(KatNo: 4368814), ABD

RNA izolasyon kiti: Ambion PureLink RNA MiniKit (Katalog No: 12183018A, Life
Technologies, ABD

Doku-Kan Orneklerinin Alinmasi ve Analizler

Calismanin 8. haftasinin sonunda alt1 saatlik aglik sonrasi tiim siganlardan ketamin 60
mg/kg, (Ketasol % 10, 0513277AA, Interhas A.S., Ankara) ve ksilazin 5 mg/kg, (Xylazinbio
% 2, 525120A, intermed, Ankara) kullanilarak genel anestezi altinda intrakardiyak kan
alimin1 takiben kalpler ¢ikarildi. Cikarilan kalplerden sol ventrikiil doku 6rnekleri izole edildi
ve bekletilmeden DNAse-RNAse free cryogenic tiiplere (RNA kontaminasyonunu engellemek
icin Ozel olarak kullanilan tiipler) alinarak belirlenen genlere ait mRNA ekspresyon analizleri
yapilincaya kadar -80 °C’deki derin dondurucuya konuldu. Sonrasinda tiim doku
orneklerinden belirlenen gen bolgelerine ait ekspresyon caligmast kantitatif Real-Time PCR
(kantitatif Ger¢ek-Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yontemi kullanilarak yapildi (The
Applied Biosystems StepOne Real-Time PCR). Alinan kandan elde edilen serumda insiilin,
glikoz, HOMA-IR (Homeostasis Model Assessment Index), trigliserit, total kolesterol, HDL
ve LDL diizeyleri belirlendi. Insiilin direncinin degerlendirilmesinde HOMA-IR indeksi
kullanildi. Bu indeksin belirlenmesinde 6lgiilen insiilin ve glikoz diizeylerinden yararlanildi
(HOMA-IR hesaplamak i¢in kullanilan formiil: serum insiilini (mU/L)*kan glikozu
(mmol/L)/14.5) (136). Calismanin sonunda anestezi altindaki siganlardan intrakardiyak
kandan elde edilen serum orneklerinde glikoz, trigliserit, total kolesterol, HDL ve LDL

diizeyleri Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvarinda analiz edildi.
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Insiilin Diizeyinin Belirlenmesi

Sigcanlardan alinan kardiyak kan orneklerinden elde edilen serumda insiilin diizeyinin
degerlendirilmesinde ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay) yontemi kullanildi. Bu
maksatla -80°C’de muhafaza edilen serum ornekleri ile ELISA kit (BT LAB Cat. No:
E0707Ra) protokoliinde belirtildigi sekilde muhafaza edilen tiim reaktifler oda sicakligina
getirildi. Kit icerisindeki standartlar belirlenen kuyucuklara mikropipet kullanilarak 50 pL
eklendi. Serum orneklerinin 40 pL pipetlenmelerini takiben tizerlerine 10 pL biotinlenmis
antikor ilave edildi. Ardindan kor kuyucuklar hari¢ her kuyucuga 50 pL streptavidin-HRP
antikoru eklendi ve nazikge karistirilarak etiivde 37 °C’de 60 dk inkiibe edildi. Sonrasinda
otomatik plaka yikama cihaz1 (Bio Tek Instruments, ABD) kullanilarak kit protokoliinde
belirtildigi gibi 5 defa (350 puL) yikama islemi gergeklestirildi. Yikamay1 takiben substrat A
soliisyonu (50 pL) ve substrat B soliisyonu (50 uL) pipetlenerek karistirildi ve 37 °C’de 10 dk
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra her kuyucuga stop soliisyonu (50 pL) pipetlendi
ve reaksiyon durduruldu. ELISA okuyucu cihazinda absorbans degerleri 450 nm’de

belirlendi. Calismanin standart regresyon grafigi Sekil 12’de verilmistir.

insiilin Tayini Standart Grafigi

30 8
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15

Absorbans

10

05t

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
Konsantrasyon

Cubic (y = AxX"3+Bx"2+Cx +D)
A=271e-007 B=-0.0001 C=0.0292 D=-0.1510, R-Square = 0.9993

Sekil 12. Insiilin ELISA tayini standart regresyon grafigi
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Sol Ventrikill Doku Orneklerinde Potasyum Iyon Kanallarina Ait Gen
Ekspresyonu Analizleri

RNA Izolasyonu ve cDNA Sentezi

Elde edilen doku 6rneklerine ait tim MRNA ekspresyon analizleri Canakkale Onsekiz
Mart Universitesi Deneysel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nde yapildi.
Deneysel siirecin sonunda her bir gruba ait si¢anlarda, ventrikiil doku 6rneklerinden yaklasik
10 mg alinarak ¢elik bilyeli homojenizatérde (RETSCH, MM 400) homojenize edildi. Elde
edilen homejenatlardan Ambion PureLink RNA MiniKit (Katalog No: 12183018A, Life
Technologies, ABD) kullanilarak manuel yolla total RNA izolasyonu yapildi. Daha sonra
spektrofotometre cihazi (NanoDrop ND-1000 UV/VIS Spectrophotometer) ile RNA
konsantrasyonlari ve safliklar1 6lgiilerek 6rneklerin konsantrasyonlari esitlendi. Esitlenen total
RNA'’lardan kit kullanilarak (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, 200 reaction,
ABD) manuel yolla cDNA (komplementer DNA) sentezi Tablo 5’ de belirtilen kosullarda
Thermal Cycler (The Applied Biosystems®, 2720 Thermal Cycler) cihazi kullanilarak
yapilds;

Tablo 5. ¢cDNA sentez protokolii

Bilesenler Ornek Basina Hacim
10x Buffer 2 ul
dNTP 0,8 pul Sicaklik Zaman
Random Primer 2ul 25°C 10 dk
Enzim 1 pul 37 °C 120 dk
Su 4,2 ul 85 °C 5 dk
RNA 10 pl
Toplam 20 ul

Elde edilen ¢cDNA ornekleri daha sonraki analizlerde kullanilmak iizere -20 °C’de

saklanda.

Kantitatif Real-Time PCR (gRT-PCR) Cahsmalari

KCNQI1, KCNQ3, KCNQ4, KCNQ5 ve KCNH2 genlerine ait cDNA’lar uygun
tagman primer-probe ve Tablo 6°da belirtilen gerekli malzemelerin eklenmesiyle birlikte
Real-Time PCR cihazina (The Applied Biosystems, StepOne Real-Time PCR, ABD)
yerlestirildi ve uygun kosullar saglanarak ekspresyon calismasi yapildi (Tablo 6 ve 7).
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Cogaltma islemi esnasinda elde edilen piklere ait CP (cycling point) degerleri gen
ekspresyonlarinin belirlenmesinde kullanildi ve  27**“? metodu ile rélatif kat artig degerleri
hesaplandi. Ekspresyon degerlerinin normalizasyonu i¢in house-keeping gen olarak Actin
Beta (ACTB) geni kullanildi (133).

Belirtilen gen bolgeleri icin tagman primer-problar:

TagMan® Gene Expression Assays, 250 rxns Kenql..Rn00583376 ml
TagMan® Gene Expression Assays, 250 rxns Kcng3..Rn00580995 _m1
TagMan® Gene Expression Assays, 250 rxns Keng4..Rn01518851 ml
TagMan® Gene Expression Assays, 250 rxns Keng5..Rn01512013 ml
TagMan® Gene Expression Assays, 250 rxns Kenh2..Rn01442522 m1
TagMan® Gene Expression Assays, 250 rxns ACTB..Rn00667869_m1

Tablo 6. gRT-PCR malzeme miktarlari

Bilesenler Ornek Basina Hacim
Tagman Master Mix 5ul

Primer Probe 0,5 ul

RNAse Free Su 3,5 ul

cDNA 1 ul

Toplam 10 pl

Tablo 7. qRT-PCR sentez basamaklari ve kosullari

Basamagin Ad1  Dongii Sayis1  Siire Sicaklik (°C)
Hold 1 2 dk 50
10 dk 95
Dongii 40
15 dk 95
Dongii 60 sn 60
E 1 Stirekli 4
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Biyokimyasal Parametreler

Anestezi altindaki sicanlardan toraks acgilarak yaklasik 10 ml kadar kan Ornegi
vakumlu tiiplere alindi. Kan 6rnekleri oda sicakliginda 30 dakika bekletildi. Sonrasinda +4
°C’ de 15 dakika boyunca 3000 devir/dk’da santrifiij edilmek tizere santrifiij cihazina (MPW
350R, Polonya) yerlestirildi. Elde edilen serumlardan trigliserit, glikoz, total kolesterol, HDL
ve LDL analizleri yapilincaya kadar serumlar 2 ml’ lik tiiplere alinarak -80°C derin
dondurucuya yerlestirildi. Alman serum Orneklerinden yukarida belirtilen kan
parametrelerinin diizeyleri Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvarinda

bulunan otoanalizor (Abbot Architect c16, Amerika) kullanilarak belirlendi.

Istatistiksel Analiz

Veriler SPSS Paket Program 20.0 siiriimii (Lisans No: 10240642) ile analiz edildi.
Tanimlayici verilerin sunumunda ortalama ve standart sapma kullanildi. Degiskenlerin normal
dagilima uygunlugu degerlendirildi. Normal dagilima uyan degiskenlerin karsilagtirilmasinda
Tek Yonli ANOVA Testi kullanildi. Normal dagilima uymayan degiskenlerin
karsilagtirllmasinda Kruskal Wallis Testi kullanildi. Anlamlilik saptandigi durumlarda farkin
hangi gruptan kaynaklandigini saptamak amaciyla Bonferroni Diizeltmeli Mann Whitney U
testi kullanildi. Istatistiksel anlamlilik igin p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
Genetik analizler kisminda gRT-PCR ydnteminde elde edilen CP verileri diizenlendi ve 2744
formiilasyonu sonucu elde edilen rolatif kat degisimi degerleri istatistiksel analizler yapilirken
kullanildi (137).
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BULGULAR

Calismamizda K, MEL, MS ve MS+MEL olmak tizere 4 farkli grup olusturuldu. MS
ve MS+MEL gruplarindaki si¢anlarin igme sularina 8 hafta siiresince fruktoz eklendi. MEL
ve MS+MEL gruplarindaki siganlara ¢alismanin son iki haftasinda her giin oral gavaj yoluyla
melatonin verildi. Diger gruplardaki siganlara ise son iki hafta siiresince melatonini
¢cozdiirmek i¢in kullandigimiz soliisyon verildi. Tim sicanlar 8 haftalik siireci deneysel
prosediire uygun sekilde tamamladi. Calismamizda ilk giin, 6. hafta ve 8. hafta yontem
kisminda belirttigimiz lizere 6l¢iimler yapildi. Sekizinci haftanin sonunda tiim sicanlardan kan

ve doku 6rnekleri topland1 ve analizler kismina gegildi.

Biyokimyasal Parametreler

Sicanlardan alinan kan 6rneklerinde biyokimyasal analizler yapildi. Gruplar arasinda
yapilan istatistiksel analiz sonucu insiilin, glikoz, HOMA-IR, total kolesterol, HDL ve LDL
degerlerinin istatistiksel acidan anlamli farklilik gosterdigi saptandi (Tablo 8). Ancak dort
grubun biyokimyasal verilerinin karsilagtirilmasinda trigliserit degerlerinde anlamliliga yakin

olmakla birlikte belirgin bir istatistiksel fark saptanmadi.
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Tablo 8. Deney gruplarmin biyokimyasal parametrelerinin karsilastirilmasi

K MEL MS MS+MEL
Gruplar Y
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

Insiilin

4,9+0,1 5,4+0,5 6,1+1,4 4,6+0,3 0,002
(mIU/L)
Glikoz

188,8+38,8 178,8€12,4  259,0+64,5 216,7+£39,7 0,019

(mg/dl)
HOMA-IR 3,68+0,68 3,81+0,37 6,10+1,32 4,01+0,88 <0,001
Trigliserit

33,8+6,2 36,7+8,2 54,2+19,7 38,2+4,2 0,055
(mg/dl)
Total Kolesterol

56,0+11,4 54,749.,9 79,6+6,6 74,1+3,7 <0,001

(mg/dl)
HDL

37,5+6,1 38,7£5,7 51,3£7,4 46,6+5,3 0,001
(mg/dl)
LDL

16,8+4.3 18,1+4,3 28,7+2,0 22,0£1,5 <0,001
(mg/dl)

K: Kontrol, MEL: Kontrol+melatonin, MS: Metabolik sendrom, MS+MEL: Metabolik

sendrom-+melatonin

HDL: Yiiksek yogunluklu lipoprotein, LDL: Diisiik yogunluklu lipoprotein.
orttss: ortalama+tstandart sapma, p: Tek Yonli ANOVA Testi.

34



Insiilin

Tiim gruplarin insulin verileri karsilastirildiginda MS grubunun insulin degerlerinin K
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttigi ve MS+MEL grubunda ise MS
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldigi goriildii (sirasiyla, p=0,033,
p=0,002, Sekil 13).

Insiilin
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K MEL MS MS+MEL

Sekil 13. Gruplarin insulin degerlerinin karsilastirilmasi

K: Kontrol, MEL: Kontrol+melatonin, MS: Metabolik sendrom, MS+MEL: Metabolik
sendrom-+melatonin

Veriler ortalama+tstandart sapma olarak verilmistir.

*: K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik (p=0,033).

¥: MS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik (p=0,002).
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Glikoz
Tim gruplarin glikoz verileri karsilastirildiginda MS grubunun glikoz degerlerinin K

grubu ve MEL grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttigi goriildii (sirasiyla
p=0,015, p=0,005, Sekil 14).

Glikoz
350 * 8

300

250

mg/dl

K MEL MS MS+MEL

Sekil 14. Gruplarin glikoz degerlerinin karsilastirilmasi

K: Kontrol, MEL: Kontrol+melatonin, MS: Metabolik sendrom, MS+MEL: Metabolik
sendrom+melatonin

Veriler ortalamatstandart sapma olarak verilmistir.

*: K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik (p=0,015).

&: MEL grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik (p=0,005).
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HOMA-IR

Tim gruplarin HOMA-IR verileri karsilastirildiginda MS  grubunun HOMA-IR
degerinin K ve MEL gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttigi ve MS+MEL
grubunda MS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azalma oldugu gériildii (p<0,001, Sekil
15).

HOMA-IR

8 -+ * &

7 -

6

¥

5 .

4 .

3 .

2 .

1 .

0 i T T T 1

K MEL MS MS+MEL

Sekil 15. Gruplarin HOMA-IR degerlerinin karsilastirilmasi

K: Kontrol, MEL: Kontrol+melatonin, MS: Metabolik sendrom, MS+MEL: Metabolik
sendrom+melatonin.

Veriler ortalama+standart sapma olarak verilmistir.

*: K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik (p<0,001).

&: MEL grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik (p<0,001).

¥: MS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik (p<0,001).
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Trigliserit
Tiim gruplarin trigliserit verileri incelendiginde gruplar arasi istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik belirlenmedi (p=0,055, Sekil 16).

Trigliserit
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Sekil 16. Gruplarin trigliserit degerlerinin karsilastirilmasi
K: Kontrol, MEL: Kontrol+melatonin, MS: Metabolik sendrom, MS+MEL: Metabolik
sendrom+melatonin

Veriler ortalama+tstandart sapma olarak verilmistir.
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Total Kolesterol

Tiim gruplarin total kolesterol verileri incelendiginde MS ve MS+MEL grubunun total
kolesterol verisi agisidan K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis gosterdigi
bulundu (sirasiyla p=0,002, p=0,013). MS grubunun total kolesterol verisinin MEL grubuna
gore anlaml diizeyde arttigi (p<0,001) ve MS+MEL grubu total kolesterol verisinin ise MS
grubuna gore anlamli diizeyde azaldig: belirlendi (p=0,003, Sekil 17).

Total kolesterol
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Sekil 17. Gruplarin total kolesterol degerlerinin karsilagtirilmasi

K: Kontrol, MEL: Kontrol+melatonin, MS: Metabolik sendrom, MS+MEL: Metabolik
sendrom-+melatonin

Veriler ortalama+tstandart sapma olarak verilmistir.

*: K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik (p=0,002).

&: MEL grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik (p<0,001).

¥: MS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik (p=0,003).
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Yiiksek Yogunluklu Lipoprotein (HDL)
Tiim gruplarin HDL verileri incelendiginde MS grubunda K grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde artis oldugu belirlendi (p=0,006, Sekil 18).

HDL

K MEL MS MS+MEL

Sekil 18. Gruplarin HDL kolesterol degerlerinin karsilastirilmasi

K: Kontrol, MEL: Kontrol+melatonin, MS: Metabolik sendrom, MS+MEL: Metabolik
sendrom+melatonin

Veriler ortalama+tstandart sapma olarak verilmistir.

*: K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik (p=0,006).
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Diisiik Yogunluklu Lipoprotein (LDL)
Tiim gruplarin LDL verileri incelendiginde MS grubunda K grubu ve MEL grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli artis oldugu goriildii (p<0,001). MS+MEL grubunda ise MS

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azalma oldugu belirlenmistir (p<0,001, Sekil 19).

LDL

* &

mg/dl

K MEL MS MS+MEL

Sekil 19. Gruplarin LDL kolesterol degerlerinin karsilastirilmasi

K: Kontrol, MEL: Kontrol+melatonin, MS: Metabolik sendrom, MS+MEL: Metabolik
sendrom-+melatonin

Veriler ortalama+tstandart sapma olarak verilmistir.

*: K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik (p<0,001).

&: MEL grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik (p<0,001).

¥: MS grubuna gore istatistiksel olarak anlaml farklilik (p<0,001).

Kan Basinci Verileri

Tiim gruplarin 1. giin kan basinci verileri

Gruplar arasinda 1. giin sistolik kan basinci verisi agisindan istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik saptanmadi (p=0,201). Gruplar arasinda 1. giin diyastolik kan basinci verisi
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p=0,041). Diizeltmeli ikili
karsilastirmalarda MEL ve MS+MEL gruplar1 arasinda diyastolik kan basinci agisindan
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi (p=0,041). Ancak elde edilen tiim degerler
normal kan diyastolik kan basinci araligindaydi. Gruplar arasinda 1. giin ortalama arteriyel

kan basinct verisi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0,080). Gruplar
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arasinda 1. giin kalp atimi verisi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi

(p=0,319) (Tablo 9).

Tablo 9. Deney gruplarinin hemodinamik parametrelerinin 1. giin karsilastirilmasi

K MEL MS MS+MEL
Gruplar p
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

Sistolik Kan
123,7+£5,9  123,7+6,4  125,543,1 128,6+1,5 0,201
Basinc1 (mmHg)

Diyastolik Kan
99,8+48,6  98,2+7,05  106,5+5,8 107,3+3,2 0,041
Basinci (mmHg)

Ortalama Arteriyel Kan
107,8£7,3 106,745,1 112,8+4,8 114,5£2,3 0,080
Basinc1 (mmHg)

Kalp Atim
Sayisi (dk)

370,0+19,3 383,1+12,1 381,4+18,5 366,1+10,7 0,319

K: Kontrol, MEL: Kontrol+melatonin, MS: Metabolik sendrom, MS+MEL: Metabolik
sendrom+melatonin

p: Tek Yonlii ANOVA Testi, orttss: ortalama+standart sapma.

Tiim gruplarin 6. hafta kan basinc verileri

Gruplar arasinda 6. hafta sistolik kan basinci verileri agisindan istatistiksel olarak
anlamli farklilik oldugu saptandi (p<0,001, Tablo 10). Diizeltmeli ikili karsilagtirmalarda MS
ve MS+MEL grubunun sistolik kan basinct verisinin K grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde yiiksek oldugu belirlendi (sirastyla p<0,001, p=0,001). Diizeltmeli ikili
karsilagtirmalarda MS grubunun sistolik kan basinci verisinin MEL grubundan istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu belirlendi. Diizeltmeli ikili karsilastirmalarda
MS+MEL grubu sistolik kan basinci verisinin MS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
diizeyde diisiik oldugu goriildii. Gruplar arasinda 6. hafta diyastolik kan basinci agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0,283). Gruplar arasinda 6. hafta ortalama
arteriyel kan basinci acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0,001). Diizeltmeli
ikili karsilastirmalarda MS grubu ortalama arteriyel kan basinci verisinin K grubuna ve MEL
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu goriildii (sirastyla, p=0,009,
p=0,002, Tablo 10).
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Tablo 10. Deney gruplarimin hemodinamik parametrelerinin 6. hafta karsilastirilmasi

Gruplar K MEL MS MS+MEL p
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

Sistolik Kan
126,0+4,5 128,6+2,2 147,1£6,3 136,2+4,3 <0,001
Basinc1 (mmHg)

Diyastolik Kan
110,3+£10,1 106,0+3,2 112,0+£5,6 109,7+2,9 0,283
Basinc1 (mmHg)

Ortalama Arteriyel Kan
115,0£8,8  113,5+1,5 123,744,0 119,2+1,6 0,002
Basinci (mmHg)

Kalp Atim
Sayisi (dk)

373,3£20,6 372,5+18,4 402,5£36,6 388,7+9,3 0,049

K: Kontrol, MEL: Kontrol+melatonin, MS: Metabolik sendrom, MS+MEL: Metabolik
sendrom+melatonin

p: Tek Yonli ANOVA Testi, orttss: ortalama+standart sapma.

Sistolik Kan Basinc (6. hafta)

Tim gruplarin 6. hafta sistolik kan basinci verileri incelendiginde diizeltmeli ikili
karsilastirmalarda MS ve MS+MEL grubunun sistolik kan basinct verisinin K grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu belirlendi (sirasiyla p<0,001 ve p=0,001),
Diizeltmeli ikili karsilastirmalarda MS grubunun sistolik kan basinci verisinin MEL grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttig1 gorildi (p<0,001). Diizeltmeli ikili
kargilagtirmalarda MS+MEL grubunun sistolik kan basinci verisinin MS grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldig: saptand1 (p<0,001, Sekil 20).
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Sekil 20. Gruplarin 6. hafta sistolik kan basinci degerlerinin karsilastirilmasi

K: Kontrol, MEL: Kontrol+melatonin, MS: Metabolik sendrom, MS+MEL: Metabolik
sendrom+melatonin

ort+ss: ortalama+standart sapma.

*: K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik.

&: MEL grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik.

¥: MS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik.

Tiim gruplarin 8. hafta kan basinc verileri

Gruplar arasinda 8. hafta sistolik kan basinci verisi agisindan istatistiksel olarak
anlamli fark saptandi (p<0,001, Tablo 11). Diizeltmeli ikili karsilagtirmalarda sistolik kan
basinct agisindan MS grubunda K grubu ve MEL grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
diizeyde artis oldugu goriildii (p<0,001). Diizeltmeli ikili karsilastirmalarda sistolik kan
basinci agisindan MS+MEL grubunda ise MS grubuna gore anlamli diizeyde azalma oldugu
belirlendi (p<0,001). Gruplar arasinda 8. hafta diyastolik kan basinci agisindan istatistiksel
olarak anlamli fark saptandi (p<0,001). Diizeltmeli ikili karsilastirmalarda diyastolik kan
basinci agisindan MS grubunda K grubu ve MEL grubu grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde artis oldugu goriildii (p<0,001). Diizeltmeli ikili karsilagtirmalarda
diyastolik kan basinci agisindan MS+MEL grubunda ise MS grubuna gére anlamli diizeyde
azalma oldugu belirlendi (p<0,001). Gruplar arasinda 8. hafta ortalama arteriyel kan basinci
acisindan  istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0,001). Diizeltmeli ikili
karsilagtirmalarda ortalama arteriyel kan basinci agisindan MS grubunda K ve MEL grubuna

gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis goriiliirken (p<0,001) MS+MEL grubunda ise
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MS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma oldugu belirlendi (p<0,001).

Gruplar arasinda 8. hafta kalp atimi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi

(p=0,231) (Tablo 11).

Tablo 11. Deney gruplarimin Hemodinamik parametrelerinin 8. hafta karsilastirmasi

K MEL MS MS+MEL
Gruplar p
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

Sistolik Kan

124,1£3,4  1259+£3,8 152,4+4,1 124,1+£5,2 <0,001
Basinc1 (mmHg)
Diyastolik Kan

97,14£5,2 101,7¢4,4  116,0+£5,0 100,7+4,6 <0,001
Basinci (mmHg)
Ortalama Arteriyel Kan

106,1£3,6  110,2+£3,2 128,2+3,4 110,8+5,3 <0,001
Basinci (mmHg)
Kalp Atim

366,3+16,3 373,4+17,0 381,4+12,5 374,249,2 0,231
Sayisi (dk)

K: Kontrol, MEL: Kontrol+melatonin, MS: Metabolik sendrom, MS+MEL: Metabolik

sendrom+melatonin
p: Tek Yonlii ANOVA Testi, orttss: ortalama+standart sapma.

Sistolik Kan Basinci (8. hafta)

Tim gruplarin 8. hafta sistolik kan basinci verileri incelendiginde MS grubunun

sistolik kan basinci verisinin K ve MEL gruplarina gore istatistiksel olarak anlaml diizeyde

arttig1 goriildii (p<0,001). MS+MEL grubu sistolik kan basinci verisinin ise MS grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldig1 saptand1 ( p<0,001, Sekil 21).
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Sekil 21. Gruplarin 8. hafta sistolik kan basinci degerlerinin karsilagtirilmasi

K: Kontrol, MEL: Kontrol+melatonin, MS: Metabolik sendrom, MS+MEL: Metabolik
sendrom-+melatonin

ort+ss: ortalamaz+standart sapma.

*: K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik.

&: MEL grubuna gore istatistiksel olarak anlamli1 farklilik.

¥: MS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik.

Genetik Analizler
Deney sonunda tiim si¢anlardan sol ventrikiil doku ornekleri alindi ve analiz
edilinceye kadar -80 °C’de muhafaza edildi. Elde edilen sol ventrikiil doku érneklerine ait

analizler asagida verilmistir.

Tiim Genlere Ait Amlifikasyon Egrileri

Kantitatif RT-PCR mRNA ifade analizi yapilan tim genlerin (KCNQ1, KCNQ3,
KCNQ4, KCNQ5, KCNH2) amplifikasyon egrileri Sekil 22, 23, 24, 25 ve 26’de verildigi
gibidir.
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Sekil 22. KCNQL1 genine ait amplifikasyon egrisi
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Sekil 23. KCNQ3 genine ait amplifikasyon egrisi
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Sekil 24. KCNQ4 genine ait amplifikasyon egrisi
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Sekil 25. KCNQS genine ait amplifikasyon egrisi
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Sekil 26. KCNH2 genine ait amplifikasyon egrisi

MRNA ifade Analizleri

KCNQL1 genine ait mRNA ifade analizi

Tim gruplarin sol ventrikiill KCNQ1 geni mRNA ifadesine ait rolatif kat degisimleri
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik oldugu belirlendi (p<0,001).
Diizeltmeli ikili karsilagtirmalarda MS grubunda, KCNQ1 geni rélatif kat degisiminin K ve
MEL gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldig1 saptandi (sirastyla p=0,004,
p<0,001). Buna karsin MS+MEL grubunda MS grubuna gére KCNQ1 geni rolatif kat
degisiminin anlaml diizeyde artmis oldugu goriildii (p=0,011, Sekil 27).
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Sekil 27. Gruplarin KCNQ1 gen ifadesindeki rolatif kat degisimleri

K: Kontrol, MEL: Kontrol+melatonin, MS: Metabolik sendrom, MS+MEL: Metabolik
sendrom-+melatonin

ort+ss: ortalamaz+standart sapma.

*: K grubuna gore istatistiksel olarak anlaml farklilik.

&: MEL grubuna gore istatistiksel olarak anlaml1 farklilik.

¥: MS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik.

KCNQ3 genine ait mMRNA ifade analizi

Tim gruplarin sol ventrikiil KCNQ3 geni mRNA ifadesine ait rolatif kat degisimleri
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik oldugu belirlendi (p<0,001).
Diizeltmeli ikili karsilastirmalarda KCNQ3 geni rolatif kat degisimi verisi agisindan MEL,
MS ve MS+MEL gruplarinda K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma
oldugu belirlendi (sirastyla, p<0,001, p<0,001, p=0,007, Sekil 28).
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Sekil 28. Gruplarin KCNQ3 gen ifadesindeki rolatif kat degisimleri

K: Kontrol, MEL: Kontrol+melatonin, MS: Metabolik sendrom, MS+MEL: Metabolik
sendrom+melatonin

orttss: ortalama+tstandart sapma.

*: K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik.

KCNQA4 genine ait mRNA ifade analizi

Tim gruplarin sol ventrikiil KCNQ4 geni mRNA ifadesine ait rolatif kat degisimleri
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik oldugu belirlendi (p<0,001).
Diizeltmeli ikili karsilastirmalarda KCNQ4 geni rolatif kat degisimi acisindan MEL, MS ve
MS+MEL gruplarinda K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma oldugu
belirlendi (p<0,001). Diizeltmeli ikili karsilagtirmalarda MS ve MS+MEL gruplarinda MEL
grubuna gore KCNQ4 geni rolatif kat de8isimi agisindan istatistiksel olarak anlamli artig
oldugu belirlendi (sirasiyla p=0,012, p<0,001). Ayrica diizeltmeli ikili karsilastirmalarda
KCNQ4 geni rolatif kat degisimi agisindan MS+MEL grubunda MS grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde artis oldugu belirlendi (p<0,001, Sekil 29).
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Sekil 29. Gruplarin KCNQ4 gen ifadesindeki rolatif kat degisimleri

K: Kontrol, MEL: Kontrol+melatonin, MS: Metabolik sendrom, MS+MEL: Metabolik
sendrom-+melatonin

ort+ss: ortalama+standart sapma.

*: K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik.

&: MEL grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik.

¥: MS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik.

KCNQO5 genine ait mRNA ifade analizi

Tiim gruplarin sol ventrikiil KCNQ5 geni mRNA ifadesine ait rolatif kat degisimleri
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik oldugu belirlendi (p<0,001).
Diizeltmeli ikili karsilastirmalarda KCNQS geni rolatif kat degisimi acisindan MEL, MS ve
MS+MEL gruplarinda K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma oldugu
belirlendi (p<0,001). Diizeltmeli ikili karsilastirmalarda KCNQ5 geni rolatif kat degisimi
acisindan MS grubunda MEL grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis oldugu
saptand1 (p<0,001, Sekil 30).
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Sekil 30. Gruplarin KCNQS gen ifadesindeki rolatif kat degisimleri

K: Kontrol, MEL: Kontrol+melatonin, MS: Metabolik sendrom, MS+MEL: Metabolik
sendrom+melatonin

orttss: ortalama+tstandart sapma.

*: K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik.

&: MEL grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik.

KCNH2 genine ait mRNA ifade analizi

Tiim gruplarin sol ventrikiil KCNH2 geni mRNA ifadesine ait rolatif kat degisimleri
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik oldugu belirlendi (p<0,001).
Diizeltmeli ikili karsilastirmalarda ise MS grubunda K ve MEL grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde artma oldugu belirlendi (p<0,001). Diger taraftan diizeltmeli ikili
karsilagtirmalarda MS+MEL grubunda MS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde

azalma oldugu saptand1 (p=0,003, Sekil 31).
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Sekil 31. Gruplarin KCNH2 gen ifadesindeki rolatif kat degisimleri

K: Kontrol, MEL: Kontrol+melatonin, MS: Metabolik sendrom, MS+MEL: Metabolik
sendrom+melatonin

orttss: ortalama+tstandart sapma.

*: K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik.

&: MEL grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik.

¥: MS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik.

Elektrokardiyografi Bulgular:

Calismanin 1. giinii, 6. haftas1 ve 8. haftasi olmak {izere 3 farkli zamanda tiim
siganlardan EKG kayitlar1 alindi. Alinan kayitlardan RR siireleri ve QT araliklar1 kullanilarak
QTcB ve QTcF degerleri hesaplandi (Sekil 32).

Calismanin 1. giinii alinan EKG kayitlarinda QTcB ve QTcF verileri agisindan tim
gruplarin karsilastirmalarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (sirasiyla
p=0,122, p=0,136, Sekil 32A).

Calismanin 6. haftasi alinan EKG kayitlarinda da QTcB ve QTcF verileri agisindan
tiim gruplarin karsilastirmalarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (sirasiyla
p=0,052, p=0,051, Sekil 32B).

Calismanin 8. haftas1 alinan EKG kayitlarinda QTcB ve QTcF verileri agisindan tim
gruplarin karsilagtirmalarinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi (p<0,001, Sekil
32). Diizeltmeli ikili karsilastirmalarda MS grubunda QTcB ve QTcF verileri agisindan K ve
MEL grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artis oldugu saptandi (p<0,001). Diizeltmeli
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ikili karsilastirmalarda QTcB ve QTcF verileri agisindan MS+MEL grubunda MS grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma oldugu belirlendi (p<0,001, Sekil 32C).
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Sekil 32. Tiim gruplarin QTcB ve QTcF verilerinin karsilastirilmasi

K: Kontrol, MEL: Kontrol+melatonin, MS: Metabolik sendrom, MS+MEL: Metabolik
sendrom-+melatonin

ort+ss: ortalamatstandart sapma.

A Gruplararasi 1. giin EKG kaydi QTcB ve QTcF degerinin karsilastirilmasi

B: Gruplararasi 6.hafta EKG kaydi QTcB ve QTcF degerinin karsilastirilmasi
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C: Gruplararasi 8.hafta EKG kaydi1 QTcB ve QTcF degerinin karsilagtirilmasi
*: K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik.

&: MEL grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik.

¥: MS grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik.
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TARTISMA

Bu tez calismasinin amaci fruktozdan zengin beslenme yoluyla olusturdugumuz
metabolik sendrom modelinde kardiyak ventrikiiler aksiyon potansiyelinin repolarizasyon
fazinda (faz 3) etkin role sahip olan voltaj kapili K* iyon kanallarindan Kv7 ve Kv11.1
kanallarint  kodlayan genlerin ekpresyonlart ile EKG’de QT siiresindeki degisimin
incelenmesi ve kardiyak agidan iyilestirici rol oynayabilecegi diisiiniilen melatoninin yukarida
bahsedilen kardiyak iyon kanallarin1 kodlayan genlerin ekspresyonlart ile QT siiresini nasil
etkiledigini degerlendirmektir. Bunun yaninda melatoninin metabolik sendromla birlikte
gelisen hipertansiyon, insiilin direnci ve bazi kan parametrelerindeki degisim tizerine olan
etkisinin de incelenmesi hedeflenmistir.

Calismamizda metabolik sendrom ile birlikte gelisen hiperglisemi, insiilin direnci,
dislipidemi ve kan basinci artist lizerine melatoninin azaltict etkilere sahip oldugu
belirlenmigtir. Calismamizin 1. giinii, 6. haftas1 ve 8. haftas1 olmak iizere ii¢ farkli zamanda
aldigimiz EKG kayitlar incelendiginde metabolik sendrom gelisimi ile birlikte QT siiresinin
de istatistiksel olarak anlamli sekilde uzadigi ve melatonin verilmesiyle birlikte bu uzamanin
anlamli diizeyde kontrol grubuna yakin degerlere geriledigi belirlenmistir. Diger taraftan
ventrikiiler aksiyon potansiyeli olusumunun faz 3 repolarizasyon evresinde etkin role sahip
olan voltaj kapili K* iyon kanallarindan Kv7 ve Kv11.1 kanallarini kodlayan genlerin
ekspresyonlarinin metabolik sendrom ile birlikte ne yonde etkilendigini de degerlendirdik.
Elde ettigimiz bulgulara gére ilging olarak ayni1 gen ailesinde yer almalarina ragmen K" iyon
kanallarin1 kodlayan genlerin ekspresyonlarindaki degisimin ayni ydnde olmadigim
belirledik. KCNQ genlerinin ekspresyon diizeyinin metabolik sendrom ile birlikte azaldigini

fakat KCNH2 geninin ekspresyon diizeyinin arttigin1 belirledik Ayrica metabolik sendromla
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birlikte ekspresyonlarinda anlamli degisimler belirledigimiz genler ilizerine melatoninin de
anlamli etkiler meydana getirdigini saptadik. Bu durumun EKG verilerinde ventrikiil
repolarizasyonunun onemli bir parametresi olan QT siiresindeki uzamay1 destekler nitelikte
oldugunu gordiik.

Calismamizda metabolik sendrom olusturdugumuz sicanlarda kardiyak K iyon
kanallarin1 kodlayan genlerin ekspresyon seviyeleri, hemodinamik 6l¢limler ve belirledigimiz
biyokimyasal parametrelerdeki degisim ve melatoninin buradaki etkinligini degerlendirme
hedefimizi gerceklestirmis olduk. Calismamizda melatoninin metabolik sendromdaki etkinligi
ile iligkili elde ettigimiz sonuglar ile bu sonuglarin isaret ettigi riskleri Sekil 33’de hipotetik
bir sekilde ifade etmekteyiz. Metabolik sendrom goriilme sikliginin kadinlarda erkeklere
kiyasla daha fazla goriildiigii bilinmektedir (58). Biz de bu nedenle ¢alismamizda disi sican
kullanmay1 tercih ettik. Tiim sicanlar sekiz haftalik deneysel siireci saglikli sekilde
tamamladilar. Siganlarda ¢alismanin ilk giinii, 6. haftas: ve 8. haftas1 yapmay1 planladigimiz
tim uygulamalar deneysel protokole uygun bir sekilde yapildi. Caligmanin son iki haftasi
melatonin veya vehicle’in oral gavaj yoluyla uygulanmasi sirasinda da herhangi bir problemle
karsilasilmadi. Siganlarda fruktozdan zengin beslenme modeli deneysel olarak metabolik
sendrom olusturulmasi amaciyla uygulanmaktadir (132,138). Modelin olusturulmasinda
uygun dozda fruktoz kullanimi biiyiik 6nem tasimaktadir (71). Calismamizda deneysel
metabolik sendrom modeli olusturmak amaciyla si¢anlarin igme sularina 8 hafta siiresince
fruktoz ekledik. Kan parametreleri ve hemodinamik degerlendirmelerden elde ettigimiz
bulgular incelendiginde ¢alismamizda metabolik sendrom modeli olusturulmasi hedeflenen
gruplardaki sicanlarin igme sularina 8 hafta siiresince 200 g/lt dozunda fruktoz ilavesinin
modelin gelisimi bakimindan yeterli oldugunu belirledik.

Calismamizda metabolik sendrom olusumu hedeflenen siganlarda serum insiilin
miktar1, glikoz miktari, HOMA-IR indeksi, total kolesterol, trigliserit ve LDL diizeylerinin
artmasinin yanisira kan basincinda da artis meydana geldigi belirlenmistir. Boylece metabolik
sendrom agisindan bu deneysel modelin tiim bulgulart karsiladigini diisiinmekteyiz. Bunun
yaninda c¢alismamizda metabolik sendrom gelisen siganlarda LDL verilerinin yanisira HDL
verilerinde de artis meydana geldigini belirledik. Chiavaroli L ve ark., (139) tarafindan
yapilan meta-analize gore diger karbonhidratlara kiyasla fruktozun HDL diizeyinde azaltici
etkiye sahip olmayabilecegi aksine doza bagli olarak artirici etkiye de sahip olabilecegi
bildirilmistir. Ayrica bu meta-analizde fruktoz uygulamasiyla birlikte HDL diizeyinde azalma
yoniinde degisim olabilmesi i¢in uygulanan fruktoz dozunun oraninin oldukca yliksek olmasi

gerektigi de rapor edilmistir.
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Kan basinci parametrelerimiz incelendiginde, metabolik sendrom olusumunu gosteren
bilesenlerden olan kan basinci artisinin sistolik kan basinci verileri agisindan 6. hafta itibariyle
gelistigi ve 8. haftada ise en yiiksek degerlere ulasildig1 goriilmiistiir (Tablo 10, Tablo 11).
Diger taraftan tiim sicanlardan calismanin 1. giinii, 6. haftasi ve 8. haftasi diizenli olarak
aliman EKG kayitlar1 incelendiginde metabolik sendrom modeli olusturulan siganlarda QTc¢
stirelerinin anlamli sekilde uzadig goriilmektedir.

Gelisen toplumlarda degisen yasam tarziyla birlikte sirkadiyen ritimde de bozulmalar
meydana gelmektedir. Bu durum g¢agimizda prevelansi giderek artmakta olan obezite, tip2
diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklar agisindan biiyiik bir risk barindirmaktadir (101).
Sirkadiyen ritim bozukluklar1 beraberinde otonom sinir sistemi fonksiyonunu sempatik
aktiviteyi baskin kilacak sekilde bozmakta ve bunun sonucu olarak yiiksek kan basinci,
kaslarda bozulmus glikoz yararlanimi, artmis insiilin sekresyonu, yagli karaciger ve
abdominal yaglanma goriilmektedir (103). Insan genomu ¢alismalari, sirkadiyen ritim
regiilasyonu ile melatonin sentezi ve glikoz homeostazi arasinda bir baglanti oldugunu
belirtmektedir (140,141). Calismalar ayrica tip 2 diyabet ve metabolik sendrom etiyolojisinde
plazma melatonin seviyesinde azalma yoniinde degisimler oldugunu gostermektedir
(142,143). Yiiksek fruktoz diyeti insiilin direncini ve metabolik stresi uyarmaktadir. Ayrica
yiiksek fruktoz diyetinin, dogrudan veya hiperinsiilinemi yoluyla dolayli olarak melatonin
sekresyonunu baskiladigi ve boylece metabolik sendrom parametrelerinden biri olan yiiksek
kan basincina yol actig1 diistiniilmektedir. Diger taraftan melatoninin yiiksek fruktoz diyetinin
neden oldugu kan basinci artisini 6nledigi ve ayn1 zamanda sempatik aktiviteyi de baskiladigi
rapor edilmistir. (144,145). Biz de ¢alismamizda melatoninin metabolik sendrom gelisen
sicanlarda artmis kan basincini azalttigimi ve insiilin direnci, artmug trigliserit diizeyi ve
dislipidemi gibi birgok parametreyi diizeltici yOnde aktivite gosterdigini belirledik.
Melatoninin sahip oldugu dogrudan vazorelaksatif etkisinin vaskiiler nitrik oksit sentaz yolu
aktivitesini gelistirmesi, vaskiiler dokudaki kalsiyum igerigini diisiirmesi veya siklik guanozin
monofosfat diizeyini yilikseltmesi yoluyla olabilecegi bildirilmistir (146,147). Bu yoniiyle
melatoninin metabolik sendroma bagli gelisen kan basmci artisinin kontroliinde etkin
olabilecegi rapor edilmistir (144). Melatoninin, hiperinsiilinemi, insiilin direnci, hiperiirisemi,
dislipidemi ve hepatik steatozu iyilestirerek ve oksidatif stresi azaltarak si¢anlarda yiiksek
fruktoz aliminin neden oldugu metabolik sendromu iyilestirtirici yonde etki gosterdigi
belirtilmektedir (148,149). Diyabetik hastalarin melatonin seviyelerinin saglikli insanlara
kiyasla daha diisiik oldugu ve insiilin diizeyi ile melatonin diizeyi arasinda fonksiyonel bir

etkilesim oldugu rapor edilmistir (115). Ayrica, gece vardiyasinda c¢alisma, yaslanma ve
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cevresel olarak yiiksek aydinlatma seviyesine maruziyet gibi durumlarla birlikte kan
melatonin seviyesinin azalmasiyla g@likoz intolerans1 ve insiilin direnci gelisiminin
iliskilendirilebilecegi belirtilmistir (122). Yiiksek LDL kolesterol diizeyleri olan bireylerde
diisiik melatonin seviyeleri goriildiigii rapor edilmistir (92). Gece 1s18a maruz kalmanin
beraberinde viicut agirliginda, bel gevresi genislemesinde ve LDL kolesterol diizeylerinde
onemli bir artisa sebep oldugu 528 yashi bireyde yapilan kesitsel bir ¢alismayla ortaya
konmustur (150).

Diisiik melatonin seviyesi, koroner kalp hastaligi, sol ventrikiil hipertrofisi, enfarktiis ve
konjestif kalp yetmezligi gibi bircok kardiyak hastalik riski ile iligkilidirilmektedir (125,126).
Melatoninin antioksidatif kapasitesi ve nitrik oksit sentaz yolagi tizerinden metabolik sendrom
yanisira, lipit metabolizmasi, hipertansiyon, miyokardiyal yaralanma, iskemi-reperfiizyon
hasar1, pulmoner hipertansiyon ve vaskiiler hastaliklar dahil bir¢ok hastalik tizerinde yararl
etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Bu nedenle, ucuz ve iyi tolere edilebilen bir ajan olarak
melatoninin nokturnal kan basincinin azaltilmasinda ve kardiyovaskiiler hastaliklarda
kullanimi onerilmektedir (151). Biz de c¢alismamizda elde ettigimiz verilere dayanarak
melatoninin ~ metabolik ~ sendromla  birlikte  diizeyleri  artan  parametrelerin
tyilestirilmesi/azaltilmasindaki etkinligi sebebiyle kullanilabilirligini ve bu yonde daha
ayrintili molekiiler ¢alismalarin yapilmasinin gerektigini diisinmekteyiz. Sirkadiyen ritimde
onemli rol oynayan ve kardiyovaskiiler hastaliklarda kardiyoprotektif etkiye sahip oldugu
bilinen melatoninin kardiyak K* iyon kanallarini kodlayan genlerin ekspresyonunu nasil
etkilediginin belirlenmesi ve bununla birlikte metabolik sendrom parametreleriyle EKG’de
QT siiresini nasil etkilediginin de incelenmesinin metabolik sendrom-kardiyak iyon akimi-
melatonin iliskisinin aydinlatilabilmesi agisindan biiyiik 6neme sahip oldugu goriilmektedir.

Bizim c¢alismamizda mRNA ekspresyon diizeylerini inceledigimiz KCNQ genlerinin
ekspresyon seviyelerinin metabolik sendrom ile birlikte azaldigini belirledik. Fakat bu
azalmanin ayni ailede yer almalarina ragmen tiim genler icin gecerli olmadigini gordiik. Bu
durum bize bu genlerin kardiyak aksiyon potansiyeli faz 3 evresindeki etkinliklerinin farkli
diizeylerde olabilecegini diisiindiirmektedir. Yaptigimiz c¢aligmada KCNQ gen ailesi
ekpresyon seviyeleri igin goriilen azalma yoniindeki bu degisimi KCNH2 geni i¢in
sOyleyememekteyiz (Sekil 33). Metabolik sendrom gelisiminin KCNH2 geni ekspresyonunu
arttiric1 yonde etkiye sahip oldugunu belirledik. Bu durumda bu genin aktivitesinin metabolik
sendrom ile birlikte arttigin1 sdyleyebiliriz. Diger taraftan melatoninin ise bu aktiviteyi
azaltic1 etkiye sahip oldugu goriilmektedir. Melatoninin sahip oldugu kardiyoprotektif etki bu

iyon kanallarin1 kodlayan genler tizerinde de goriilmektedir. Bu etkinin molekiiler
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mekanizmalariyla birlikte aydinlatilabilmesi i¢in daha ayrintili arastirmalarin yapilmasinin
gerekliligi aciktir. Bununla birlikte kalpte K* iyonu yogunlugunun artis1 kardiyak elektriksel
yeniden sekillenmeye sebep olabilmektedir. Bu nedenle aksiyon potansiyeli siiresi kardiyak
K" iyon yogunluguna bagl olarak degismekte ve olusabilecek supraventrikiiler aritmilerin
diizeltilebilmesi i¢in bu kanallar 6nemli bir hedef haline gelmektedir (152).

Bu calismada inceledigimiz K kanallarindan bir tanesi de Kv11.1 (hERG) kanalidir.
hERG kanali inhibitorleri ve K* kanalinm agik kalma siiresini simirlayan hiicresel aracilarin,
aksiyon potansiyeli siiresinin modulasyonu ve dolayisiyla metabolik bozuklugu olan
hastalarda supraventrikiiler aritmilere yatkinligi simirlayabilecegi yorumu yapilmaktadir
(152,153). K" kanahh (Kv11.1) akismin yogunlugunun artmasmmn ve Ca'* iyonu
yogunlugunun azalma yoniinde degisiminin metabolik sendrom olusturma yontemlerinden
biri olan yiiksek yaglh diyet ile beslenen kobaylar1 supraventrikiiler aritmilere daha yatkin hale
getirdigi rapor edilmistir (152). Biz de c¢alismamizda metabolik sendrom modeli
olusturdugumuz siganlarda Kv11.1 kanalini kodlayan KCNH2 geninin ekspresyonunun
anlamli yonde arttigin1 ve melatonin uygulamasinin bu artis1 anlamli sekilde diisiiriicli etkiye
sahip oldugunu belirledik. Dolayisiyla metabolik sendromlu siganlarda KCNH2 geninin
kodladigi K" iyon kanali olan Kv11.1 kanalimin mRNA diizeyindeki ekspresyon artisinin bu
siganlarda supraventrikiiler aritmi riskini artirict yonde etki gdsterebilecegini ve bu konunun
ayrmtili bir sekilde degerlendirilmesi gerektigini diisinmekteyiz. Ayrica ekspresyon verileri
g6z6niine alindiginda melatoninin de bu durumu dizeltici anlamda aktivite gostermesinin
melatoninin bu yoniiyle etkin bir ajan olarak kullanilabilirligini akillara getirmekte ve bu
konunun daha ayrintili olarak degerlendirilmesi gerektigini diisiindiirmektedir.

Hizli K* kanallarmin metabolik bozukluklarla iliskili aritmilere fonksiyonel katkisi
molekiiler anlamda tam olarak aydinlatilabilmis degildir. Uzun QT (LQT) sendromu, etkin
olan kanallarin aktivitelerine gore LQT1 ile LQT2 ve bunlarin disinda farkli LQT sendromlari
olarak da smiflandirilabilmektedir. LQT2'ye neden olan hERG kanali aktivite degisimleri
bildirilen konjenital LQTS vakalarinin yaklasik %45'ini olustururken LQT1’e sebep olan Kv7
kanali aktivite degisimleri LQTS vakalarmin yaklasik %50'sini olusturmaktadir (154).
Sempatik aktivite artis1 sonucunda kalp atim hizini artirmak, aksiyon potansiyeli siiresiyle
kalp ritmini normallestirmek icin K kanali hizli komponentinin ekspresyonunun (Kv11.1)
artig gosterdigi goriilmektedir (155). Bu durum ¢aligmamizda Kv11.1 kanalinin yukari yonli
ekspresyonuyla uyumlu goriilmektedir. Calismamizda elde ettigimiz EKG bulgulan
degerlendirildiginde metabolik sendrom gelisen siganlarda QT siirelerinin  uzadigi

gorilmektedir. Melatoninin bu durumda artmis QT siiresini istatistiksel olarak anlamli
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diizeyde azaltic1 etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Calismamizdan elde ettigimiz verilere
gore metabolik sendrom olusumuyla birlikte EKG’de goriilen siiresi uzamis QT araliginin
Kv11.1 kanalindan ¢ok Kv7 kanali aktivitesine bagli olarak gelistigini diisiinmekteyiz. LQT
sendromlarinin yaklasik %50’sinden sorumlu olan Kv7 kanali ekspresyonun azalmasinin bu
yoniiyle ventrikiiler aksiyon potansiyeli repolarizasyon fazinda Kv11.1 kanalina kiyasla daha
etkin role sahip oldugunu soyleyebiliriz.

Tim bulgular elde alindiginda goriilmektedir ki modelimizde metabolik sendrom
gelisiminin en 6nemli belirleyici parametreleri olan insiilin direnci, hiperglisemi, dislipidemi
ve kan basinci artig1 gelismistir. Bu durum metabolik sendrom gelisimi i¢in literatiirle uyumlu
olarak 8 haftalik deneysel periyod ve igme suyuna 200 g¢/lt dozunda fruktoz ilavesinin
modelin olusumu i¢in yeterli oldugunu gostermektedir. Calismamizda etkinligini gormeyi
hedefledigimiz melatoninin bahsettigimiz tiim bu parametreler iizerinde istatistiksel olarak
anlamli diizeyde olumlu etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Bu durum metabolik sendrom igin
melatonin tarafindan meydana getirilen diizeltici bir etki olarak diisiiniilebilir. Metabolik
sendrom modeli olusturdugumuz sicanlardan elde ettigimiz kalp sol ventrikiil doku
orneklerinde kardiyak aksiyon potansiyeli olusumu repolarizasyon evresinde en etkin role
sahip K* kanallarmdan Kv11.1 ve Kv7 kanallarini kodlayan genlerin ekspresyonlarinin
metabolik sendrom gelisimiyle birlikte istatistiksel olarak anlamli diizeyde degisim gosterdigi
ancak bu degisimin her iki gen ailesi i¢in farkli yonde oldugu saptanmistir. Melatoninin ise bu
kanallar1 kodlayan genlerin ekspresyonlarinda anlamli etkiler meydana getirerek EKG’de
uzamig QT siiresi lizerinde anlamli diizelmeler olusturdugunu saptadik. Boylelikle sahip
oldugu tiim bu olumlu sonucglarla melatoninin metabolik sendromda kullanilabilecegini

diistinmekteyiz.
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SONUCLAR

Siganlarin i¢me sularina fruktoz ilave ederek olusturdugumuz deneysel metabolik
sendrom modelinde belirlenen gruplara son iki hafta boyunca her giin oral gavaj yoluyla
melatonin verildi. Deneysel siirecin bitimiyle birlikte tiim sicanlardan sol ventrikiil doku
ornekleri alindi. Alinan sol ventrikiil doku 6rneklerinden Kv11.1 ve Kv7 kanallarini kodlayan
genlerin ekspresyon seviyeleri belirlendi. Elde ettigimiz bulgular sonucunda asagidaki
sonuglara ulasilmistir;

Deney sonunda elde ettigimiz sol ventrikiil doku orneklerinde kardiyak aksiyon
potansiyeli repolarizasyon fazinda (faz 3 evresinde) etkin olan K* kanallarindan Kv11.1’i
kodlayan gen olan KCNH2 gen ekspresyonunda artis ve Kv7 kanallarini kodlayan KCNQ gen
ailesinin ekspresyon diizeylerinde metabolik sendrom ile birlikte anlamli azalmalar meydana
geldigi saptanmustir. Ayrica metabolik sendromlu siganlarda melatonin uygulamasinin bu
genlerin ekspresyonlarini tam tersi yonde etkiledigi goriilmiistiir.

Sicanlarda igme suyuna 8 hafta siiresince 200 g/It dozunda fruktoz ilavesi deneysel
metabolik sendrom modeli olusumunun en énemli belirtegleri arasinda yer alan hiperglisemi,
insiilin direnci, trigliserit diizeyi artig1, dislipidemi ve kan basinci artisi gelisimi igin yeterlidir.
Bu yoniiyle ¢alismamizda metabolik sendrom modeli olusturulmustur.

Sicanlara oral gavaj yoluyla 20 mg/kg/giin dozunda melatonin verilmesinin metabolik
sendrom parametrelerini azaltici/olumlu yonde etki gosterdigi goriilmiistiir.

Deneysel siiregte ti¢ farkli zamanda aldigimiz EKG kayitlarinda metabolik sendrom
gelisimiyle QT siirelerininin de uzadigini ve melatoninin bu uzamayi normale yakin degerlere

geriletebildigi belirlenmistir.
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Tiim bu sonuglar melatoninin metabolik sendromda hem kan parametreleri hem de
hemodinamik veriler lizerinde olumlu etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Bunun yaninda
melatonin, metabolik sendromla birlikte ilerleyen siirecte gelismesi kuvvetle muhtemel olan
kardiyovaskiiler hastaliklarda K+ iyon kanallar1 iizerinden etkin bir kardiyoprotektif role
sahip olabilir. Caligmamizda metabolik sendrom-melatonin-kardiyak iyon kanallari iliskisinin
degerlendirilmesinin metabolik sendrom parametrelerinin normale dondirilmesi konusunda
yol gosterici olabilecegini ve daha ayrintili ¢alismalarin yapilmasina onciiliik edebilecegini
diistinmekteyiz. Bu calismanin bulgularima gore, metabolik sendrom olusum siirecinin
kardiyak aksiyon potansiyeli iizerine etkisinde ve ayrica melatoninin bu siiregteki diizeltici
etkilerinde ventrikiildeki potasyum iyon akimini diizenleyen Kv11.1 ve Kv7 kanallarinin gen
ifadeleri farkli sekilde degisim gostermistir. Bu nedenle metabolik sendromum kardiyak
etkileri molekiiler a¢idan incelenirken, potasyum kanal alt tiplerindeki genetik degisimlerin
ayri ayri ele alinmasi daha agiklayict olabilir.  Ayrica, kardiyak aksiyon potansiyeli
olusumunda rol alan ve K" kanallarryla iliskili diger iyon kanallarmin metabolik sendrom ve
melatonin uygulamalarindan nasil etkilendiginin belirlenmesinin ve bu kanallarin iyon
gecirgenligi ile birlikte protein diizeyindeki degisimlerinin de incelenmesinin gerekliligini
belirtmekteyiz. Elde ettigimiz bulgularin diinya ¢apinda prevelansi giderek artmakta olan
metabolik sendromda tedaviye yonelik yapilan ¢aligmalara katki saglayabilecegini sunacagin

diistinmekteyiz.
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OZET

Giintimiizde prevelans: giderek artmakta olan metabolik sendrom ciddi bir halk sagligi
sorunu haline gelmistir. Calismamizda melatoninin metabolik sendrom kan parametreleri ile
kardiyak aksiyon potansiyeli olusumu faz 3 evresinde etkin K iyon kanallarinin ekspresyon
seviyeleri ve EKG’de QT intervali iizerine etkilerini belirlemeyi hedefledik.

Calismamizda Sprague-Dawley irki eriskin 32 adet sigan kullandik. Sicanlar her
grupta 8 adet sigan olacak sekilde 4 farkli gruba ayrildi. Deney gruplari kontrol,
kontrol+melatonin, metabolik sendrom ve metabolik sendrom+melatonin seklinde dizayn
edildi. Metabolik sendrom olusturulmasi hedeflenen siganlarin igme sularina giinliik 200 g/1t
dozunda taze olarak hazirlanan fruktoz eklendi. Calismanin son iki haftasinda belirlenen
gruplara 20 mg/kg/giin dozunda giinliik taze hazirlanan melatonin oral gavaj yoluyla verildi.
Calismanin ilk gilinii, 6. haftas1 ve 8. haftas1 olmak iizere li¢ farkli zamanda si¢anlardan kan
basinci Ol¢iimii ve EKG kayitlart alindi. Calismanin 8. haftasinin sonunda tiim sicanlardan
kan ve sol ventrikiil doku eldesi yapildi.

Calismamizda metabolik sendrom olusturulan siganlarda kontrol grubuna kiyasla
insiilin direnci, hiperglisemi, dislipidemi ve kan basinc1 artisi gelistigini gozlemledik
(p<0,05). Melatonin verdigimiz sicanlarda metabolik sendromlu si¢anlara kiyasla yukarida
belirtilen degisikliklerin geriledigini belirledik (p<0,05). Metabolik sendromda EKG’de QT
siiresinde uzama, kardiyak Kvll.1 ve Kv7 kanallarin1 kodlayan genlerin ekspresyon
seviyelerinde istatistiksel anlamli degisimler gergeklestigini belirledik (p<0,05). Melatonin
verilen sicanlarda QT siiresi ile Kv11.1 ve Kv7 kanallarim1 kodlayan genlerin

ekspresyonlarinda metabolik sendromun neden oldugu degisimlerin tam tersi etkiler goriildii.
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Tim bu bulgular degerlendirildiginde metabolik sendrom modeli olusturulan
sicanlarda melatoninin uzamis QT siiresini kisaltarak ventrikiil repolarizasyonunda olumlu
etki gosterdigi ve bu etkiyi kardiyak aksiyon potansiyelinin repolarizasyon fazinda etkin K"

kanallarin1 kodlayan KCNH2 ve KCNQ gen ailesi tizerinden olusturdugu belirlenmistir.
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EFFECTS OF MELATONIN ON CARDIAC ION CHANNELS IN RATS WITH
METABOLIC SYNDROME

SUMMARY

The metabolic syndrome prevalence is increasing and has become a serious public
health problem. In our study, we aimed to determine the effects of melatonin on blood
parameters in metabolic syndrome and expression levels of K ion channels, which have an
essential role in the phase 3 of cardiac action potential formation, and the QT interval in ECG.

We used 32 adult Sprague-Dawley rats in our study. The rats were divided into 4
distinct groups as 8 rats in each group. The experimental groups were designed as control,
control + melatonin, metabolic syndrome and metabolic syndrome + melatonin. Freshly
prepared fructose at a daily dose of 200 g/It was added to the drinking water of rats whose
metabolic syndrome was targeted. In the last two weeks of the study, freshly prepared
melatonin at a dose of 20 mg/kg/day was administered via oral gavage. Blood pressure
measurements and ECG recordings were taken from rats at three different times: the first day,
6™ week and 8" week of the study. At the end of the 8" week of the study, blood and left
ventricular tissue were harvested from all rats.

In our study, we observed that insulin resistance, hyperglycemia, dyslipidemia and
blood pressure increasing developed in rats with metabolic syndrome compared to the control
group (p<0.05). We found that the above-mentioned alterations regressed in rats given
melatonin compared to rats with metabolic syndrome (p<0.05). We determined that in
metabolic syndrome, prolonged QT interval on ECG and statistically significant changes

occurred in the expression levels of genes encoding cardiac Kv11l.1 and Kv7 channels
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(p<0.05). In rats given melatonin, the opposite effects of the changes caused by metabolic
syndrome were determined in the expression of the genes encoding the Kv11.1 and Kv7
channels and the QT duration.

All these findings were evaluated and it was concluded that melatonin had
ameliorative effect on ventricular repolarization by shortening the prolonged QT duration in
rats with the metabolic syndrome model, and this effect was generated by the KCNH2 and
KCNQ gene family, which encode essential K* channels in the repolarization phase of the

cardiac action potential.
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